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RESUMO 
A tibolona é indicada para a terapia hormonal feminina e usada para o tratamento de sintomas 
relacionados com a menopausa (ondas de calor, insônia, fadiga, cefaleia, alterações de humor e perda 
da libido), além de atuar na prevenção da osteoporose. 
Esse trabalho teve como objetivo avaliar, de forma comparativa, a farmacocinética após a 
administração oral de duas formulações de tibolona (comprimidos contendo 1,25mg) a 48 mulheres no 
período de pós-menopausa. Todas as voluntárias foram avaliadas clinicamente e através de exames 
laboratoriais antes do início e ao final do estudo para confirmar higidez. O estudo foi realizado de 
forma cruzada e com intervalo de duas semanas entre cada administração. Amostras de sangue foram 
coletadas após a administração de cada medicamento para determinação dos níveis plasmáticos. O 
método analítico foi desenvolvido e validado por Cromatografia Líquida acoplada a Espectrometria de 
Massas (LC-MS-MS), que se mostrou rápido, robusto e sensível. O limite de quantificação foi de 1.0 
ng/mL e a linearidade foi obtida até 100.0 ng/mL. Os parâmetros farmacocinéticos foram comparados 
e os seguintes resultados obtidos para razão das médias T/R e intervalo de confiança (IC905) de Cmax, 
ASC(0-último) e ASC(0-∞) , respectivamente:  97,48-111,51 , 95,35-103,20 e 96,42-103,86. Não foram 
relatados eventos adversos graves. 
A partir dos dados obtidos pudemos concluir que 1 - administração de tibolona, de acordo com o 
protocolo, mostrou-se segura; 2 - O método analítico foi adequado para o desenho proposto; 3 - Os 
intervalos de confiança dos parâmetros farmacocinéticos encontram-se dentro dos limites 
estabelecidos pela ANVISA, podendo ser considerados bioequivalentes. 
Palavras-chave: 3⍺-hidroxitibolona, farmacocinética, cromatografia, espectrometria de massas 
ABSTRACT 
Tibolone is indicated for female hormone therapy and used to treat symptoms associated menopause 
(hot flashes, insomnia, fatigue, headache, mood changes and loss of libido), besides acting in the 
prevention of osteoporosis. 
This study aimed to assess, in a comparative way, the pharmacokinetics following oral administration 
of two tibolone formulations (tablets containing 1.25 mg) to 48 postmenopausal women. All subjects 
were clinically evaluated and through laboratory tests before and after the study to confirm 
healthiness. This was a crossover study with two-week interval between each administration. Blood 
samples were collected following administration of each drug for determination of plasma levels. The 
analytical method was developed and validated by high performance liquid chromatography coupled 
to electrospray ionization tandem mass spectrometry without derivatization (LC-MS-MS) was found 
rapid, robust and sensitive. The limit of quantification was 1.0 ng/mL and linearity was obtained up to 
100.0 ng / mL. Pharmacokinetic parameters were compared and the following results for reason of 
average T/R and confidence interval (IC905) for Cmax, AUC(0-last) e AUC(0-INF) respectively: 
97.48-111.51 , 95.35-103.20 and 96.42-103.86. No serious adverse events were reported. 
It is concluded that: 1 - tibolone administration, according to protocol, was safe; 2 - The analytical 
method was suitable for the proposed design; 3 - The confidence intervals of the pharmacokinetic 
parameters are within the limits established by ANVISA, may be considered bioequivalent. 
Keywords: 3alpha-hydroxytibolone, pharmacokinetics, chromatography, mass spectrometry 
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1. INTRODUÇÃO 
 A tibolona (7α-metilnoretinodrel) é um fármaco esteróide sintético que mimetiza, 
não só os efeitos dos estrogênios e da progesterona, como dos androgênios. É utilizada como 
tratamento na prevenção da osteoporose e na terapia hormonal (TH), em mulheres com 
sintomas que surgem no período da perimenopausa e climatério, como ondas de calor, 
distúrbios do humor, atrofia da mucosa vaginal, sintomas vasomotores, distúrbios sexuais, 
dentre outros1. A tibolona foi desenvolvida em 1964 por van Vliet e de Jongh e patenteada por 
uma empresa holandesa denominada Organon International em 19652. A síntese da tibolona 
foi baseada em alterações de progestágenos por van Vliet e depois melhorada por Marinus 
Groen3. Introduzida no mercado em meados de 1988 a forma cristalina e purificada da 
tibolona, sob o nome comercial Livial®, com amplo uso na Europa, América do Sul e Asia, 
registrado em mais de 90 países para tratamento de sintomas do climatério e em mais de 55 
para tratamento da osteoporose4. Nos Estados Unidos da América ela não é disponível5. 
1.1 Climatério e Menopausa  
 O climatério é citado pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como uma fase 
biológica (não um processo patológico)6 definido como um conjunto de sintomas que ocorrem 
no período perimenopausa, ou seja, sintomas comuns antes e após a menopausa, causados 
pelas variações hormonais típicas - geralmente queda na produção dos hormônios sexuais 
femininos (estrógeno e progesterona). Estes sintomas, porém, podem tornar-se exacerbados, 
necessitando de intervenção médica7.  
 A menopausa é uma data ou evento nesta fase de vida da mulher: definida como o 
último ciclo menstrual da mulher (diagnosticado após 12 meses sem menstruação) e 
geralmente ocorre entre os 40 e os 50 anos de idade, determinando a transição do seu período 
reprodutivo - a menacme - para o não-reprodutivo - a senectude. A menopausa pode ocorrer 
antes dos 40 anos, sendo denominada menopausa precoce; também pode ocorrer depois dos 
55 anos, a chamada menopausa tardia7. O período pós-menopausa ainda pode ser subdivido 
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em pós-menopausa precoce (dos 40 aos 55 anos) e pós-menopausa tardia (dos 55 aos 70 
anos).  
1.1.2 Dados demográficos 
 A melhoria das condições gerais de vida, acesso à saúde e principalmente 
prevenção tem elevado a expectativa de vida para mulheres ao longo dos anos. Segundo o US 
Census Bureau a previsão para a expectativa de vida para mulheres em 2050 é de 81 anos, 
sendo previstas 33,4 milhões de mulheres com 65 anos ou mais, só nos Estados Unidos da 
América8. Já no Brasil, de acordo com o DATASUS, a população feminina no ano de 2007 era 
de aproximadamente 98 milhões. Destas 30 milhões estão na faixa etária em que ocorre o 
climatério. A expectativa de vida da mulher no Brasil que era de 72,4 anos em 20009 passou 
para 79,1 anos em 201510levando-as a passar mais de um terço de suas vidas no período pós-
menopausa, gerando diversos fatores importantes à saúde pública como internações por 
complicações secundárias à fraturas, neoplasias e doenças cardiovasculares8. 
1.1.3 Fisiopatologia do Climatério 
 Hoje, dispomos de uma grande quantidade de informações a respeito da 
etiopatogenia dos sintomas comuns no período perimenopausal. Porém, nem sempre foi 
assim: o texto abaixo transcrito em 1887 evidencia, equivocadamente, o pensamento da época 
sobre o assunto11. 
Os ovários após longos anos de serviço, não podem aposentar-se em idade 
graciosa, mas tornam-se irritados, transmitem a sua irritação para os gânglios 
intra-abdominais, que por sua vez, irrigam o cérebro, produzindo distúrbios no 
tecido cerebral, que por sua vez exibe nervosismo extremo num processo de real 
insanidade. 
 A mulher que passa pelo período do climatério desenvolve uma série de 
modificações resultantes, de forma geral, do hipoestrogenismo. O estrogênio é produzido 
principalmente na teca-folicular e no setor luteal do ovário. Dos 2 milhões aproximados de 
folículos presentes ao nascer na mulher, restam em média 8 a 10 mil folículos ao atingir os 45 
anos, o que leva a exaustão dos compartimentos teca-folicular e luteal, encurtando as fases 
folicular e lútea do ciclo menstrual, reduzindo consideravelmente a produção estrogênica7. Ao 
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chegar perto da menopausa torna-se evidente o aumento das gonadotrofinas, em especial do 
hormônio folículo estimulante - FSH, que costuma chegar a níveis maiores do que 30 mUI/
mL (podendo atingir 10 a 20 vezes o valor basal), enquanto o hormônio luteinizante (LH) 
aumenta discretamente ou permanece inalterado - estes índices ocorrem cerca de 1 a 5 anos 
após a menopausa, e, a partir de então, passam a sofrer uma queda lenta e gradual. Isto é 
reflexo do fato de não haver mais folículos remanescentes - falência ovariana12.  
 Após a menopausa, os hormônios androgênicos sofrem queda em seus níveis 
plasmáticos: a androstenediona, por exemplo, tem seus níveis reduzidos pela metade. Já a 
testosterona apresenta uma queda mais discreta: apesar da falência ovariana, o ovário 
continua a produzir parcialmente este hormônio12.  
 A progesterona, que é produzida no córtex da supra-renal e no ovário, apresenta 
níveis muito baixos no período da pós-menopausa7. 
 Após a menopausa, a produção de estrógenos pelos ovários cessa. Nesta fase, a 
produção corporal total de estrogênio é por volta de 30% do basal, permanecendo assim por 
muitos anos, principalmente devido à conversão da androstenediona e testosterona em 
estrógeno que ocorre nos tecidos periféricos, relacionado diretamente com o peso corporal e à 
habilidade da gordura armazenada em aromatizar os andrógenos - a estrona é o principal alvo 
de conversão permanecendo em maior concentração do que o estradiol. O estradiol, por outro 
lado, pode originar-se tanto da testosterona como da estrona7. 
1.1.4 Clínica 
 O hipoestrogenismo é a causa orgânica base dos inúmeros sintomas presentes no 
climatério, podendo ser divididos entre sintomas genitais ou extra-genitais.  
 As alterações clínicas que ocorrem no trato genital são: diminuição da espessura 
da derme  e epiderme com redução da adiposidade, com perda de elasticidade vulvar; atrofia 
de glândulas vestibulares; elevação do pH vaginal com diminuição da camada mucosa, 
predispondo a dispareunia, sangramentos, infecções, prurido e corrimentos; redução do 
tamanho do colo uterino e do útero como um todo associado a atrofia endometrial; o prolapso 
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genital pode ocorrer quando há uma perda da elasticidade dos dispositivos de suspensão das 
vísceras pélvicas; infecções urinárias também pode ser decorrentes de incontinência urinária 
de esforço e urgência miccional por alterações tróficas na bexiga e uretra7.  
 Das manifestações extra-genitais, as mais proemientes são os sintomas 
vasomotores como fogachos (ondas de calor) e sudorese, ainda pouco esclarecidas: acredita-
se em mecanismos associados à ação das catecolaminas no centro termorregulador do 
hipotálamo. Os sintomas psicológicos neste período podem ser importantes: crises de 
ansiedade, irritabilidade, depressão, mudanças de humor, dentre outros, parecem ocorrer mais 
frequentemente em pacientes com distúrbios emocionais prévios. Devido ao 
hiperandrogenismo relativo gonadal, podem aparecer sintomas de queda capilar, alteração de 
timbre de voz (voz mais grave), hirsutismo e hipertrofia de clítoris. Uma maior incidência de 
doenças cardiovasculares são notadas neste período já que a ação protetora intrínseca do 
estrogênio na parede arterial cessa, podendo aumentar as chances de coronariopatia e outras 
doenças relacionadas à aterosclerose. De forma crônica, também, o aparecimento de 
osteoporose e suas consequências (fraturas ósseas, diminuição de estatura, cifose, escoliose e 
dores articulares) podem trazer consequências importantes à saúde da mulher climatérica7. As 
alterações clínicas mais comuns do climatério estão resumidas no Quadro 1. 
 O diagnóstico do climatério é essencialmente clínico e pode ser feito constatando-
se: 1) mulheres com mais 40 anos; 2) irregularidade ou falta de fluxos menstruais por 12 
meses ou mais;  3) presença de sintomas (relacionados acima), em especial, os sintomas 
vasomotores que ocorrem em até 75% das mulheres. Disponível, porém, nem sempre 
Quadro 1 - Resumo das alterações clínicas do climatério
Alterações clínicas genitais Alterações clínicas extra-genitais
Atrofia genital Redução tamanho do colo Ondas de calor Alteração timbre de voz
Elevação pH vaginal Incontinência urinária Sudorese Doenças cardiovasculares
Dispareunia Urgência miccional Ansiedade, irritabilidade Fraturas ósseas
Hemorragia genital Infecção urinária Depressão Diminuição de estatura
Prolapso genital Atrofia endometrial Queda capilar Escoliose, dores 
articulares
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necessário, o diagnóstico laboratorial de climatério pode ser realizado através da coleta e 
detecção de níveis elevados de FSH, superiores a 30 mUI/mL7,12. 
1.2 Terapia Hormonal  
 A exacerbação dos sintomas do climatério é decorrente, não só de circunstâncias 
pessoais e sociais7, mas também da queda de produção hormonal, em especial, dos 
estrógenos. Assim, a TH é uma alternativa racional para o controle da exacerbação do quadro 
clínico, devendo ser individualizada e adaptada a cada caso7.  
 As opções mais utilizadas são os estrogênios conjugados, 17-beta-estradiol, 
associados ou não à medroxiprogesterona ou nomegestrol, o raloxifeno e a tibolona em doses 
variadas e vias de aplicação múltiplas: comprimidos orais, injeções intramusculares,  gel 
transdérmico, creme vaginal e até dispositivos intrauterinos liberadores de hormônios7. Estes 
tratamentos foram avaliados em grandes ensaios randomizados como o Heart and Estrogen/
Progestin Replacement Study (HERS) em 2002 e o Women’s Health Initiative (WHI) em 
2004, demonstrando que não houve aumento significativo de risco de doença coronariana e 
câncer de mama. Foi demonstrado uma diminuição expressiva de fraturas patológicas devido 
à osteoporose no fêmur e coluna vertebral; porém, estes estudos demonstraram um aumento 
no risco relativo da ocorrência de fenômenos tromboembólicos, tanto no uso de terapia 
conjugada de estrógenos e progestágenos, como com estrógenos isolados após 7 anos de 
tratamento13,14. Portanto é importante estar atendo às contra-indicações absolutas e relativas 
ao uso dos estrogênios (Quadro 2). 
Quadro 2 - Contraindicações absolutas e relativas ao uso de estrogênios
Contra-indicações absolutas Contraindicações relativas
Tromboembolismo atual Hepatopatia grave Tromboembolismo 
venoso prévio
Doença coronariana 
estabelecida
Sangramento genital 
desconhecido
Neoplasia maligna de 
endométrio
Histórico familiar de 
neoplasia de endométrio e 
mama
Hiperplasia atípica da 
mama
Neoplasia maligna de 
mama
Endometriose pregressa Mioma uterino pregresso
Doenças biliares Lupus eritematoso
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1.3 Tibolona 
 A tibolona (7α-metilnoretinodrel) - caracterizada a partir de 2004 como uma droga 
da classe dos Reguladores da Atividade Estrogênica Tecido Seletivo (STEAR) - age como 
hormônio sintético de ação androgênica, progestágena e estrógena. Surgiu nos anos 80 como 
uma alternativa eficaz no controle dos sintomas climatéricos e da osteoporose. Inicialmente 
esta molécula foi denominada pelo código Org OD141 e sua estrutura molecular 
(7alfa,l7alfa)-17-hydroxi-7-metil-l9-norpregn-5(lO)-en-yn-3-  (C21H28O2) está demonstrada 
na Figura 1. 
 A molécula, com peso molecular de 312,453 g/mol, foi desenvolvida pela 
modificação estrutural dos progestágenos derivados 19-nortestosterona. Foi feita a introdução 
de um grupo 7alfa-metil no noretinodrel que possui uma dupla ligação 5-10 ao invés da dupla 
ligação 3-4 como na noretisterona, mudando dramaticamente sua atividade progestágena. 
Estruturalmente, a tibolona é absolutamente diferente dos estrogênios, pois não tem o anel 
fenólico A na estrutura molecular. 
1.3.1 Metabolização 
 A Tibolona é rapidamente absorvida após administração oral, não só demonstrado 
em estudos com ratos e coelhos15, mas também em mulheres sadias no período do 
climatérico16. Ela é considerada uma pró-droga: a molécula é metabolizada, em múltiplos 
Figura 1 - Estrutura molecular da tibolona
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tipos de tecidos, em metabólitos com ação estrogênica, progestágena e androgênica variáveis. 
Os metabólitos foram descobertos através da Espectrometria de Massas (MS)  acoplada a 
Cromatografia Líquida ou à Gás - e do 1H NMR (espectroscopia por ressonância nuclear 
magnética protônica). Eles são: a) 3⍺-hidroxitibolona (principal metabólito) b) 3beta-
hidroxitibolona c) 7⍺-metil-noretisterona - conhecido também como delta4-tibolona e d) 
7alfa-metil-17alfa-etinil-17beta-estradiol - conhecida como 7alfa-Me-EE2 (Figura 2). 
Figura 2 - Estrutura molecular da 3⍺-hidroxitibolona
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Figura 3 - Resumo das rotas metabólicas da tibolona
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 Após a administração oral da tibolona, 75% da dose total administrada está 
presente na circulação nas formas sulfatadas dos seus metabólitos16. Os metabólitos 3⍺-
hidroxitibolona e 3beta-hidroxitibolona foram os primeiros a serem descobertos e apresentam 
mais ação estrogênica que os demais metabólitos. Pouco se conhece sobre as enzimas que 
atuam na formação destes metabólitos, porém, sabe-se que são rapidamente produzidos nas 
vias metabólicas de redução 3-ceto pela ação da enzima 3⍺/3beta-hidroxiesteroide 
desidrogenase possivelmente localizada no intestino e fígado. Outras vias conhecidas de 
metabolização são as reações hepáticas de fase II como conjugação com sulfato do grupo 
hidroxi em C3 e C1715. Um estudo in vitro utilizando isoformas recombinantes da Aldo-ceto 
redutase humana, demonstrou afinidade da 3⍺-hidroxitibolona pelas formas recombinantes 
hepáticas e da 3beta-hidroxitibolona pelas isoformas recombinantes tecido específico, 
podendo explicar o motivo pelo qual a 3beta-hidroxitibolona é o principal metabólito ativo 
nos tecidos alvo, enquanto a 3⍺-hidroxitibolona é o principal metabólito circulante. Ambos 
apresentam fraca ação estrogênica (menor que 5% da ação usual do 17beta-estradiol)17. A 
Figura 3 resume a metabolização da tibolona. 
 O metabólito 7alfa-metil-noretisterona (delta4-tibolona) já é responsável pelos 
efeitos progestágenos e andrógenos da droga, sendo produzida no endométrio (podendo 
minimizar o sangramento vaginal), pela ação da 3beta-hidroxiesteroide desidrogenase-
isomerase1 e seus níveis plasmáticos são muito baixos8,16.   
 O metabólito 7alfa-Me-EE2 foi descoberto mais recentemente18. Supõe-se que o 
mecanismo de metabolização seja a aromatização do noretinodrel via norestisterona, porém 
ainda se desconhece as vias exatas desta metabolização20,21. Sua ação estrogênica é a mais 
forte entre todos os metabólitos da tibolona18, razão pela qual, é importante ter cautela ao 
considerar o uso da tibolona para pacientes com contraindicação para o uso de estrógenos19. 
Recentemente um estudo questionou a existência desse metabólito devido a poucas descrições 
na literatura e ao fato de estes estudos utilizarem Espectrometria de Massas acoplado a 
Cromatografia a Gás (GC-MS) que requerem derivatização. A derivatização de amostra é um 
dos pilares da química analítica e análise instrumental: termo genérico usado para descrever 
uma reação química destinada a melhorar as capacidades analíticas. A estrutura química da 
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amostra pode ser modificada para uma forma consistente com um melhor resultado para a 
separação de outros componentes da solução ou numa forma química que proporciona uma 
resposta melhorada (seletividade e sensibilidade). As reações de derivatização são 
fundamentalmente reações químicas. Existem algumas reações de derivatização 
especificamente concebidos para a Espectrometria de Massas, tais como aqueles que 
melhoram a ionização ou introduzem um deslocamento de massa específica para os íons da 
amostra, que torna mais evidente sua curva no espectro de massas. Este processo pode levar 
os esteróides à aromatização, resultando em artefatos: os resultados deste estudo provam que 
a conversão da tibolona para 7alfa-Me-EE2 é um artefato gerado pelo sistema da GC-MS, 
associado às altas temperaturas geradas, o que não acontece ao se utilizar a Espectrometria de 
Massas acoplado à Cromatografia Líquida (LC-MS)21,30.  
 As alterações estruturais da tibolona que determinam os seus metabólitos estão 
resumidas na Figura 4.  
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Figura 4 - Alterações estruturais da tibolona. 1) Redução 3-ceto; 2) Redução da ligação delta5(10) 
dupla; 3) 7beta hidroxilação; 4) Sulfatação do grupo 17beta-hidroxi; 5) 2alfa-hidroxilação; 6) 
Isomerização
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1.3.2 Farmacocinética 
 Após a administração oral diária da tibolona, obtêm-se o estado de equilíbrio 
depois de 5 dias. Graças ao seu rápido metabolismo, a concentração plasmática de tibolona e 
seus metabólitos caem rapidamente principalmente pela hidroxilação de C3. O pico 
plasmático mais alto da 3⍺-hidroxitibolona é atingido entre 1 e 1,5 hora e sua meia vida de 
eliminação varia de 7,2 a 8,5h não ocorrendo acumulação16,24,113. Outros estudos demonstram 
cifras bem menores: 1,43h (±0,52) para a 3⍺-hidroxitibolona e 1,53h (±0,60) para a 3beta-
hidroxitibolona. A Concentração Plasmática Máxima (Cmax) demonstrada na maioria dos 
estudos é de 8,75 (±4,36)µg/L para a 3⍺-hidroxitibolona e de 3,59(±1,81)µg/L para a 3beta-
hidroxitibolona23. Um estudo duplo-cego randomizado cruzado, comparando mulheres em 
faixas etárias mais novas e mais idosas, demonstrou não haver diferença na farmacocinética 
do fármaco:  Cmax, tmax (instante em que Cmax é atingida) e  t1/2  (meia vida de eliminação do 
fármaco) não apresentaram diferença estatística. Além disso, quando estudado as doses de 
1,25 mg e 2,5 mg não houve diferença estatística significativa na extensão da absorção, 
demonstrando bioequivalência entre as duas apresentações: Área sobre a curva (ASC) (0,16h) 
e ASC(0,∞) quando ajustadas para a massa corpórea. A meia vida exata da delta4-tibolona é 
ainda desconhecida, mas sabe-se que está presente na circulação por um curto período de 
tempo. A excreção da tibolona e seus metabólitos é geralmente na forma de metabólitos 
conjugados (na maioria sulfatados). Parte do composto administrado é excretado na urina, 
mas a maior parte é eliminada pelas fezes. O consumo de alimentos não possui efeito 
significativo na extensão da absorção. Foi verificado que os parâmetros farmacocinéticos para 
a tibolona e seus metabólitos são independentes da função renal24.  
  
1.3.3 Atividade celular 
 Quanto à atividade celular da tibolona e seus metabólitos é aventado que uma 
expressão enzimática específica de cada tecido, envolvendo a ativação da tibolona, pode 
contribuir para as ações seletivas desta droga25. Um estudo in vivo (primatas), utilizando a 
GC-MS, demonstrou níveis variados dos metabólitos em cada tecido: no cérebro a 3⍺-
hidroxitibolona foi encontrada em níveis 3 a 8 vezes mais altos que o do plasma; no tecido 
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vaginal, os metabólitos com maiores concentração foram 3⍺-hidroxitibolona e delta4-tibolona; 
no endométrio, miométrio e mama as formas sulfatadas foram as mais encontradas26.  Os 
estrogênios induzem respostas metabólicas através da ligação em receptores de estrogênio 
(ER) e, os androgênios em receptores para androgênios que estão distribuídos por todos os 
tecidos. Já foi demonstrado que os metabólitos 3⍺-hidroxitibolona e 3beta-hidroxitibolona se 
ligam aos receptores de estrogênio com baixa afinidade (30% em comparação com o 
estradiol)27. Existem duas isoformas dos receptores de estrogênio: ERalfa (comuns em tecido 
mamário, endométrio, estroma ovariano, intestinos, rins e ossos) e ERbeta (concentrados, 
principalmente, no cérebro, osso e endotélio). Ambos são membros da superfamília dos 
receptores nucleares dos esteróides e hormônios tireoidianos. A ativação do ER pelo ligante 
leva a uma mudança conformacional em ambos as isoformas ERalfa e ERbeta, com 
consequente dimerização dos mesmos, com forte recrutamento de coativadores e transcrição 
gênica (DNA)28. A mensuração do ERalfa já é possível, de rotina, para pacientes 
selecionados29. Os ligantes destes receptores regulam a expressão gênica envolvida em 
diferenciação e proliferação celular. A 3⍺-hidroxitibolona e 3beta-hidroxitibolona se ligam 
somente a ERalfa e não à ERbeta. Por outro lado, ambas não se ligam ou ativam os receptores 
de progesterona. O delta4-tibolona é o metabólito com mais afinidade para o receptor de 
progesterona e o com maior eficácia de ativação (tendo uma ação de aproximadamente 10% 
da atividade da progesterona), ativando também os receptores de androgênios (com eficácia 
de ativação comparável à testosterona) porém, sem qualquer evidência de ativação dos 
ER27,28.  
1.3.4 Ação Hormonal 
 Todos os metabólitos ativos estudados apresentam alguma ação hormonal, sendo 
responsável pela melhora dos sintomas climatéricos, no osso, vagina e outras regiões15. 
Estudos iniciais foram conduzidos para identificar as atividades hormonais desta molécula em 
experimentos com ratos. A atividade estrogênica encontrada foi 0,02 vezes maior que a 
atividade do etnil estradiol, concluindo que a tibolona apresenta um efeito estrogênico27. Após 
estes achados, foi suscitado que a tibolona ou seus metabólitos poderiam sofrer ação da 
aromatase plasmática ou tecidual, sofrendo parcial conversão para estrogênios. Porém, as 
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pesquisas com o uso de aromatase recombinante humana purificada falharam em demonstrar 
a possibilidade desta ocorrência30. Além disso, estudos com ratos knockout para aromatase, 
demonstraram que a formação dos metabólitos 3⍺-hidroxitibolona e 3beta-hidroxitibolona 
foram suficientes para exercer função estrogênica31. A atividade androgênica foi avaliada 
através do teste de Hershberger em ratos machos. A comparação com a metiltestosterona 
mostrou que a molécula tem um efeito androgênico fraco. A avaliação da atividade 
progestágena demonstrou um efeito pouco menor do que a norestisterona, esteróide utilizado 
na comparação do experimento. Com relação à uma grande utilidade da tibolona - a 
prevenção e tratamento da osteoporose - estes estudos demonstraram um grande benefício: em 
ratos ooforectomizados, após 4 a 8 meses, o peso do fêmur foi estatisticamente superior ao 
grupo placebo27. Os primeiros estudos em humanos de perfil hormonal foram feitos no início 
dos anos 90 demonstrando queda nos níveis de globulina ligadora de hormônio sexual 
(SHBG),  aumento nos níveis plasmáticos de hormônio estimulante da tireóide (TSH) e a 
razão testosterona/SHBG, no grupo de mulheres, utilizando a tibolona de forma oral32. 
 Estudos comparando a tibolona com combinados de estrógenos e progesterona 
demonstram redução do SHBG em 50% dos níveis basais após o tratamento com tibolona; 
testosterona livre e dehidroepiandrotenediona aumentam significativamente o FSH com 
moderada redução (27,6%), após um ano de tratamento33,34.  
1.3.5 Benefícios Clínicos 
 O primeiro estudo multicêntrico para os sintomas climatéricos foi em 1987 e teve 
como objetivo avaliar as mudanças no perfil lipídico de mulheres em uso de tibolona contra 
terapia com hormônios mistos35. O Quadro 3 resume os benefícios clínicos citados abaixo. 
controle das ondas de calor controle sobre doenças 
cardiovasculares
melhora no perfil de resistência à 
insulina
melhora no humor controle da osteoporose melhora da sudorese
controle da ansiedade, insônia diminuição de dispareunia diminuição níveis de LDL
aumento da libido melhoria da função sexual prevenção de infecções genitais
Quadro 3 - Resumo dos benefícios do tratamento com tibolona no climatério
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1.3.5.1 Sistema Nevoso Central   
 Os receptores ERalfa e ERbeta já foram encontrados no cérebro como citado 
anteriormente. ERalfa é encontrado principalmente no hipotálamo e o ERbeta no córtex, em 
especial, áreas responsáveis pela memória, cognição e sono36.  
 As ondas de calor ou “fogachos” são os sintomas mais frequentes no período 
climatérico como citado anteriormente. Sua fisiopatologia é pouco conhecida, porém, atribui-
se à disfunção do centro termorregulatório no hipotálamo, desestabilização do balanço 
termorregulatório pela alteração nos receptores de serotonina e as alterações periféricas (pele 
e tecido subcutâneo) relativas à sensibilidade térmica. Em todas estas vias, o estrogênio está 
intimamente ligado37,38.  
 O efeito da Tibolona no tratamento das ondas de calor no período da pós-
menopausa foi inicialmente estudado em modelos animais (primatas). Os estudos 
comparativos demonstram que o tratamento com 2,5 mg oral diário com tibolona suprimiu as 
características de ondulação térmica em comparação a outros fármacos (clonidina, 
domperidona e naloxona)39. A terapia com tibolona diminui a intensidade deste sintoma de 
modo dose-dependente. Com a dose diária de 2,5mg o efeito benéfico é notado, 
usualmente ,dentro de 4 semanas. Estudos demonstram 86% de mulheres sem sintomas ou 
com sintomas leves após 12 semanas de tratamento40. Ensaios clínicos randomizados 
demonstram equivalência clínica entre a terapia com tibolona e o uso de terapia hormonal 
combinada (estrogênios e progesterona)41,42. 
 Os distúrbios do humor, ansiedade e irritabilidade podem, ou não, ser associadas à 
variação hormonal. A atuação da tibolona sobre estes sintomas tem sido relacionado ao 
metabólito delta4-tibolona atuando tem tecidos neuronais. Os dados da literatura são 
conflitantes quanto ao efeito clínico. A maioria dos estudos mostram que a terapia com 
tibolona é comparável aos resultados da terapia com estrogênios e superior aos grupos 
placebo43. Os sintomas cognitivos e memória também são melhorados em estudos 
comparativos com estrogênios conjugados44. 
 Queda na libido é um sintoma frequentemente visto no período climatérico e, 
frequentemente, é um tem importante na queda da qualidade de vida da mulher. Por causa dos 
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seus efeitos androgênicos, a tibolona tem sido usado com sucesso na melhoria destes 
sintomas. Estudos randomizados entre tibolona e estrogênios conjugados demonstram um 
efeito superior para as mulheres em uso de tibolona45. 
1.3.5.2 Osteoporose 
 Como visto anteriormente, os receptores para estrogênios são encontrados nos 
ossos em quase todas as células, mas, em especial, na expressão celular dos osteoblastos 
(tanto ERalfa como ERbeta - ERalfa é mais prevalente na cortical óssea, enquanto o ERbeta 
no osso poroso). Os receptores de androgênios e progestágenos também são encontrados 
nestas células46. O estrogênio impede a apoptose dos osteoblastos pela supressão de 
interleucinas como a IL-147.  
 A prevenção e tratamento da osteoporose é a mais frequente indicação clínica para 
uso da tibolona. Um estudo duplo-cego randomizado demonstrou que a melhora na densidade 
mineral óssea, utilizando cintilografia óssea de coluna e quadrilem mulheres em pós-
menopausa recente, foi progressiva em relação à dose administrada (0,625 mg - 1,1%; 1,25mg 
- 2,0%; 2,5 mg - 2,6%)48. Já em mulheres de idade superior (média de 66 anos de idade) outro 
estudo mostra aumento de 5,9% após 2 anos de uso na densidade mineral óssea com o uso de 
1,25mg de tibolona contra uma melhora de 0,4% do grupo placebo que recebeu somente 
suplementação de cálcio oral49. O estudo com maior tempo de seguimento prospectivo (10 
anos) mostrou que o aumento na densidade mineral óssea foi de 4,8% na coluna lombar e 
3,7% no colo do fêmur em mulheres utilizando 2,5mg diários de tibolona, contra queda de 
8,5% em média na população controle50. 
 O maior estudo clinico randomizado que objetivou o efeito da tibolona na 
prevenção de fraturas foi o LIFT Trial que demonstrou, em mais de 4.500 mulheres entre 60 e 
85 anos, uma diminuição do risco de fratura expressivo51.  
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1.3.5.3 Doença cardiovascular 
 Como visto anteriormente, os receptores de estrogênio são amplamente 
encontrados no endotélio vascular, em especial nas coronárias. A expressão de ERalfa é vista 
também em células musculares lisas do miocárdio que pode estar relacionada à expressão 
gênica de óxido nítrico sintetase.  Estudos antigos já evidenciaram a queda da expressão de 
ERalfa em artérias doentes de mulheres pós-menopausadas52. A tibolona também melhora o 
perfil de sensibilidade à insulina nas mulheres com resistência periférica à insulina53, e, 
diminui os níveis de LDL, triglicérides e lipoproteína A, contribuindo com queda do risco 
cardiovascular54. 
1.3.5.4 Disfunção sexual 
 As alterações já citadas no trato genital inferior (diminuição da elasticidade 
vulvar, atrofia de glândulas vestibulares e diminuição da camada mucosa) pode levar a 
disfunções sexuais como dispareunia, sangramentos e infecções, alterando significativamente 
a qualidade de vida da mulher climatérica.  
 Em pacientes com poucos anos pós-menopausa, o ensaio LIBERATE demonstrou 
melhora significativa na atividade sexual em comparação com o grupo placebo55. Estudos de 
menor impacto com mulheres climatéricas, independente do tempo pós-menopausa, também 
mostraram efeitos positivos56,57. 
1.3.6 Contraindicações e Precauções no uso 
 As principais precauções no uso da tibolona são derivadas dos efeitos hormonais 
estrogênicos e androgênicos. Não há dados na literatura garantindo a segurança do uso da 
tibolona em mulheres grávidas. Estudos em animais mostraram toxicidade reprodutiva15. O 
uso da tibolona é contraindicado na gravidez e lactação, tendo em vista que o risco potencial 
em humanos não é desconhecido. Distúrbios hepáticos graves e hipersensibilidade conhecida 
à lactose também são contraindicações. Dentre as principais situações clínicas estudadas na 
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literatura que determinam precaução no uso da tibolona destacam-se a hiperplasia e 
carcinoma endometriais,  câncer de mama e Tromboembolismo venoso (TEV). 
1.3.6.1 Hiperplasia e Carcinoma endometrial 
 O endométrio na mulher da pós-menopausa é usualmente atrófico. Proliferação 
endometrial pode ser encontrada na população climatérica em 2 a 16% das mulheres58. O uso 
de TH com estrogênios pode influenciar no aumento da camada endometrial.  O primeiro 
importante estudo a avaliar a repercussão clínica no endométrio, com o uso prolongado de 
tibolona, foi uma pesquisa multicêntrica, randomizada e prospectiva em mulheres na pós-
menopausa, avaliando o estudo histopatológico endometrial após 12 e 24 meses do uso diário 
de 2,5 mg de tibolona. Aos 12 e 24 meses não foram identificados alterações em 98,2 e 91,9% 
das pacientes, respectivamente59. A mudança do endométrio de atrófico para um padrão 
proliferativo leve foi observado em 1,8% e 6,5 aos 12 e 24 meses respectivamente. O estudo 
OPAL demonstrou significativo melhor perfil de tolerabilidade quanto ao sangramento 
vaginal e segurança endometrial no uso da tibolona, quando comparado à uma formulação de 
estrogênios/progestágenos conjugados60. 
 Em 2007, o maior estudo de segurança endometrial randomizado duplo-cego, 
denominado THEBES61, abrangendo mais de 3.200 mulheres climatéricas testou duas doses 
de tibolona (1,25 mg e 2,5 mg) contra uma formulação de estrogênios conjugados, 
confirmando os resultados anteriores: 0% de incidência de hiperplasia ou carcinoma de 
endométrio nos sujeitos de pesquisa, utilizando as duas formulações de tibolona, contra 0,2% 
do grupo de estrogênios conjugados. A amenorréia foi informada, mais frequentemente, pelas 
pacientes do grupo tibolona, do que do grupo estrogênico61. Um recente estudo com tibolona 
e células estromais endometriais incubada in vitro, avaliando a expressão de proteína de 
ligação 1 do fator de crescimento insulina-símile e a expressão de prolactina, mediados por 
receptor da progesterona através do ELISA e Western-blot, evidenciando atrofia endometrial, 
mediada pelo receptor da progesterona e proteção contra sangramento endometrial apesar da 
persistente ativação por receptores de estrogênio62. Já um outro estudo britânico relata risco 
significativamente maior de sangramento uterino com uso da tibolona relacionado a 
procedimentos invasivos diagnósticos63.  
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 Portanto, o uso crônico e prolongado da tibolona é fracamente associado à 
hiperplasia endometrial, sendo recomendado a monitorização da espessura endometrial, 
anualmente, através da ultrassonografia transvaginal.   
1.3.6.2 Câncer de mama 
 A terapia com estrogênio tem um papel adjuvante, porém, não desencadeador 
direto ou inibidor da formação do câncer de mama. Além disso, existe uma grande gama de 
subtipos histológicos e mutações genéticas associadas ao desenvolvimento deste tipo de 
tumor. Mulheres climatéricas que desenvolvem tumores de mama durante o uso de terapia de 
hormonal são, provavelmente, propensas geneticamente a desenvolver modificações nos 
mecanismos fisiológicos da ação dos estrogênios. O uso da tibolona pode reduzir o nível de 
atividade dos estrogênios em células de câncer de mama e também no tecido mamário 
normal, através da conversão do sulfato de estrona64.  Além disso, a delta4-tibolona regula 
positivamente a atividade da 17beta Hidroxiesteroide desidrogenase  tipo 2, que auxilia na 
conversão de estrogênio em estrona. 
 Considerando apenas o desenvolvimento de aumento na densidade mamográfica, 
a tibolona influencia fracamente neste processo (2% a 6% dos casos)65. Estes achados 
sugerem a recomendação da realização de estudo mamográfico antes do início do tratamento 
com este fármaco. 
 O primeiro grande ensaio randomizado desenhado para testar os efeitos da terapia 
hormonal, em mulheres climatéricas, foi o Women’s Health Initiative (WHI) lançado em 
1991. O braço estrógeno-progesterona do estudo confirmou a associação de risco do câncer de 
mama com a terapia hormonal combinada (Risco relativo 2,4). Já o braço estrogênio do 
estudo demonstrou uma taxa 23% menor de câncer de mama contra o grupo placebo14. No 
maior ensaio randomizado do Reino Unido, o Million Women Study, foram recrutadas 
mulheres de 50 a 64 anos de idade entre 1996 e 2001. Foram reportados aumento para o risco 
relativo de desenvolvimento de Câncer de Mama com o uso da tibolona e dos estrogênios 
(Risco Relativo - RR 1,45 e, 13, respectivamente), mas significativamente menor do que o 
uso da TH combinada (RR 2,0). Diversos vieses foram levantados neste estudo como o 
aumento da incidência do câncer de mama, mesmo no primeiro ano de uso (muito maior do 
que os demais grupos), - sugerindo um viés de seleção; houve mudança no esquema de terapia 
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hormonal em mais de um terço das participantes; o aumento expressivo do risco relativo deste 
estudo em comparação com outros, etc.66.  
 Em 2004, o estudo Danish Nurse Cohort publicou a associação entre a tibolona e 
um risco aumentado para câncer de mama. Também neste ensaio foram notadas dificuldades 
metodológicas como número de participantes no grupo tibolona (N=79) e a metodologia 
descritiva através do uso de questionários67.   
 O estudo LIFT randomizando mais de 4.500 mulheres, entre 60-85 anos, e os 
grupos placebo e tibolona (1,25mg / dia) encontrou uma redução do risco relativo para 
desenvolvimento do Câncer de mama no grupo tibolona (RR 0,32), assim como no câncer 
colo retal51.  
 O último grande ensaio randomizado publicado foi o LIBERATE, em 2009, que 
selecionou pacientes portadoras de câncer de mama já tratado e que apresentavam sintomas 
vasomotores para a utilização de tibolona ou placebo, ocorrendo em 31 grandes centros com 
mais de 3.000 mulheres. Após um seguimento de 3.1 anos o grupo utilizando tibolona 
apresentou risco relativo de 1,4 contra o grupo placebo. Não houve diferença estatística 
quanto à mortalidade, eventos cardiovasculares ou outras neoplasias ginecológicas. Os 
sintomas vasomotores e a avaliação da densidade mineral óssea tiveram uma melhora 
significativa com a tibolona. Portanto, este ensaio conclui que a tibolona aumenta o risco de 
recorrência de tumores de mama em pacientes previamente portadoras68. 
 Apesar dos resultados discrepantes, a seleção individualizada para cada paciente é 
essencial quando da opção por terapia hormonal tanto com o uso da tibolona como estrógenos 
e progestágenos. 
1.3.6.3 Tromboembolismo Venoso 
 O risco cardiovascular é um importante tem na avaliação risco-benefício da 
seleção de pacientes para a terapia hormonal em mulheres no climatério. Diversos estudos 
observacionais sugerem forte associação da TH com o Tromboembolismo Venoso69,70,71. O 
primeiro grande ensaio neste tema foi o HERS que demonstrou uma duplicação no risco de 
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TEV na terapia hormonal combinada72. O ensaio Womens Health Initiative, já citado 
anteriormente, demonstrou aumento expressivo entre os anos 4 e 5 de acompanhamento dos 
sujeitos de pesquisa, obtendo a impressionante marca de risco relativo de 2,0014. Outros 
grandes ensaios randomizados confirmaram a associação com risco em níveis superiores a 2 
vezes73,74,75. Alguns trabalhos, com amostras reduzidas, mostram que não há tal 
associação61,76. Um grande ensaio, também já citado anteriormente, a abordar este assunto foi 
o LIFT, em 2008, onde o TEV ocorreu em um total de 5 eventos de 2.249 sujeitos do grupo 
tibolona contra 9 de 2.257 do grupo placebo, demonstrando um risco relativo de 0,57 com 
valor p=0,31 , ou seja, sem diferença estatística entre os grupos51. O estudo mais recente 
publicado foi em 2010, uma coorte populacional onde foram coletados dados de 1987 a 2008 
no Reino Unido, totalizando 955.582 mulheres em climatério, das quais 23.505 foram casos 
diagnosticados de TEV. Não houve risco relativo para TEV nos grupos de uso de estrogênio 
transdérmico ou combinado com progestágeno ou uso corrente de tibolona (RR 1,01 ; 0,96 ; 
0,92 respectivamente). Por outro lado, houve associação de risco no uso de estrogênios orais 
ou combinados durante o primeiro ano de uso (RR, 1,49 ; 1,54 , respectivamente). Um 
interessante estudo comparou os efeitos da tibolona contra o uso de TH combinada nos 
inibidores da hemostase. A randomização de 38 mulheres para os grupos evidenciando que o 
uso da tibolona determinou um significativo aumento da concentração da proteína S e 
aumento da razão de resistência da proteína C ativada, em comparação ao grupo de TH, 
combinada após 12 meses de terapia. A dosagem do Inibidor do Fator Tissular foi 
estatisticamente menor no grupo TH combinada do que no grupo tibolona. No grupo TH 
combinada também foi observado uma queda expressiva da dosagem de antitrombina. Os 
autores concluíram que a tibolona induz a menores alterações farmacológicas sobre a 
hemostase do que a TH combinada, podendo corresponder a um menor risco de 
desenvolvimento de Tromboembolismo Venoso78. 
1.3.7 Efeitos adversos 
 A avaliação dos efeitos colaterais da terapia com tibolona em mais de 10 estudos 
controlados com placebo demonstrou que os efeitos colaterais ocorreram com mais freqüência 
durante o tratamento com a tibolona do que com o placebo: hemorragia vaginal, leucorréia, 
dor abdominal, hipertricose, ganho ponderal, prurido genital, monilíase genital, dor na mama 
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e vaginite. Amnésia foi incomum (entre 0,1%-1,0%). A maioria destes sintomas ocorreram 
quase exclusivamente nos primeiros meses de tratamento, diminuindo ou cessando 
definitivamente. Na prática clínica são relatados ainda cefaléia, edema e tontura, porém estes 
não foram descritos com mais freqüência na maioria dos estudos13,14,34,42,51,55.
1.3.8 Interações farmacológicas 
 O uso de anticoagulantes orais, em especial a varfarina, concomitante com a 
tibolona pode determinar aumento do efeito anticoagulante quando da administração, 
secundário ao incremento da atividade fibrinolítica. Estudos in vitro evidenciam pequena 
interação da tibolona com as enzimas do Citocromo P450, sem inibição clínica significativa15.
1.4 Justificativa do desenvolvimento de novas apresentações 
 O climatério - tida como um fase biológica e não patológica - é um estágio de 
mudanças expressivas na vida da mulher. A transição do período reprodutivo para a senectude 
traz implicações não só biológicas, mas também sociais e psicológicas: há uma consciência 
social de que a fertilidade está intrinsicamente ligada à juventude e a feminilidade. É um 
marco na história de vida da mulher e sua família, que também sofreu grandes mudanças ao 
longo dos últimos anos, e, em cada cultura tem seu significado e interpretação próprios - 
envelhecer significa tornar visível a passagem do tempo que reflete na sua aparência e psiquê. 
Associado a este processo de envelhecimento, surgem as doenças cardiovasculares (em 
especial após a diminuição dos níveis protetores que os estrogênios exercem), osteopenia e 
osteoporose que podem evoluir com fraturas incapacitantes, neoplasias, obesidade, doenças 
auto-imunes, dentre outras. Estes agravos à saúde, quando associados à exacerbação de 
sintomas climatéricos, comumente levam a mulher à busca de ajuda médica, momento no 
qual, o profissional da saúde exerce função primordial na atenção à saúde da mulher quanto à 
prevenção e promoção da saúde. Neste momento, o profissional da saúde pode fazer 
diagnóstico de doenças associadas ao envelhecimento e tratamento precoce,  melhorar a 
qualidade de vida através de ações específicas contra os problemas psicológicos (ansiedade, 
irritabilidade, depressão) e orgânicos relacionados ao distúrbio fisiológico hormonal. Este 
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último pode ser atingido de diversas formas. O uso de terapia hormonal tradicional (com 
estrogênios ou combinados com progestágenos) é uma ferramenta possível, porém, com 
implicações importantes quanto a efeitos adversos agudos ou crônicos e segurança, como 
visto anteriormente. Estas terapias são descritas em diversos guidelines internacionais e 
manuais de revisão sobre o climatério nacionalmente6,7,9,12 . 
 A tibolona surge como alternativa interessante, neste contexto, pelo seu 
metabolismo específico em cada tecido - após o seu lançamento nos anos 80 era difícil para os 
pesquisadores entender como um único fármaco tinha atividades tão distintas e modo de 
ações seletivas e diferentes para cada tecido79. Essa regulação, tecido específico e 
metabolização local, eleva a tibolona a um patamar de efetividade expressiva e melhor perfil 
de segurança comparado à TH (em especial a TH combinada)14,61,73. 
 Portanto, há uma clara tendência atual da expansão do uso consciente, como 
opção terapêutica, dos Moduladores Seletivos dos Receptores de Estrogênios (SERMS) e 
Reguladores da Atividade Estrogênica Tecido Seletivo (STEAR) - esta última, classe à qual 
pertence a tibolona, em múltiplos consensos inter-especialidades4,9,80. A dose geralmente 
recomendada é a de 2,5mg ao dia, podendo ser utilizado também doses menores como 
1,25mg81,82. Novas opções de formulação, formas de apresentação e associações, além da 
opção dos medicamentos genéricos no mercado, beneficiam a população climatérica, 
promovendo saúde, de forma especial neste caso, através do auxílio na prevenção de doenças 
cardiovasculares, na diminuição da expressiva morbimortalidade associada a fraturas 
patológicas decorrentes de osteoporose e na melhora da qualidade de vida de forma geral. 
Para a introdução de novas formulações ou apresentações há a obrigatoriedade legal da 
realização de estudos de bioequivalência, determinados pelas agências regulatórias 
governamentais - no caso da tibolona, os estudos de bioequivalência visam a quantificação de 
seu principal metabólito, a 3⍺-hidroxitibolona83,84. 
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1.5 Estudos de Bioequivalência 
1.5.1 Conceitos 
 Biodisponibilidade: é uma característica que se refere à eficácia clínica de um 
medicamento. Pode ser traduzido pela velocidade e quantidade do fármaco contido no 
medicamento que alcança a circulação85. 
 Bioequivalência: é o estudo da biodisponibilidade comparada entre dois ou mais 
medicamentos  quando administrados por uma mesma via (com excessão da via intravenosa). 
Avalia os parâmetros relacionados à absorção do fármaco a partir da forma farmacêutica, 
contendo a mesma dosagem e o mesmo desenho experimental85. Dois produtos são 
bioequivalentes se suas extensão e velocidades de absorção (biodisponibilidade) são iguais ou 
semelhantes após a administração de uma mesma quantidade. O Food and Drug 
Administration (FDA) - órgão federal de administração de medicamentos e alimentos dos 
Estados Unidos da América - determina que produtos bioequivalentes são aqueles que ao 
serem administrados na mesma dose molar e nas mesmas condições experimentais não 
apresentam diferenças significativas na quantidade da droga absorvida e na velocidade de 
absorção86. A Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) no Brasil tem as mesmas 
determinações84,85. 
 Cmax: é a maior concentração observada do fármaco e/ou metabólito; 
 tmax: é o instante em que Cmax é atingida; 
 ASC0-t: Área Sob a Curva de concentração plasmática do medicamento desde o 
instante inicial até o último tempo quantificável; 
 ASC0-inf: Área Sob a Curva de concentração plasmática do medicamento desde o 
instante inicial até o tempo relativo à completa eliminação do fármaco. É calculada como 
ASC0-inf = ASC0-t + Ct/Ke, sendo Ct a última concentração medida e Ke é a constante de 
eliminação. A estimativa de Ke é obtida pelo coeficiente de inclinação da reta de regressão 
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ajustada, utilizando-se as últimas concentrações transformadas na escala logarítmica e 
multiplicada por - 2,303; 
 t1/2: meia vida de eliminação do fármaco calculada como ln 2/Ke.87,88 
Estes parâmetros farmacocinéticos estão representados em uma curva de concentração 
plasmática versus tempo na Figura 5. 
 
1.5.2 Estrutura dos estudos de bioequivalência 
 Os estudos de bioequivalência são parte essencial e obrigatória do processo de 
registro de medicamentos genéricos, similares e eventualmente de novos medicamentos. 
Servem também para definir a semelhança entre uma nova forma farmacêutica ou formulação 
e o medicamento considerado como referência em uma mesma via de administração. Pode ser 
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utilizado, ainda, quando há necessidade de comprovação desta semelhança entre métodos de 
fabricação diferentes, laboratórios diferentes ou até mesmo características físicas diferentes. A 
atividade funcional do medicamento está associada diretamente com a farmacocinética do 
mesmo: a quantidade e velocidade de absorção (nos fármacos administrados por via oral) 
influenciam na efetividade e toxicidade do medicamento89,90. 
 A legislação brasileira, através das Resoluções de Diretoria Colegiada da 
ANVISA, determina características específicas dos estudos para a avaliação de 
bioequivalência entre dois medicamentos administrados por uma mesma via91,92.  
 Nos estudos de bioequivalência são utilizados, frequentemente, delineamentos de 
pesquisas cruzados, onde cada voluntária recebe mais de um tipo de formulação, respeitando-
se o intervalo de eliminação do fármaco para garantir que as variabilidades metabólicas não 
interfiram nos resultados. 
 De forma geral, os estudos de bioequivalência são divididos em etapas, definidas 
por protocolos clínicos, pré-aprovados ética e tecnicamente93-96. 
 Etapa Clínica: É realizada a triagem de voluntárias (geralmente sadias) que são 
submetidas a exames clínicos comprovando a aptidão para o estudo. Parte essencial da etapa 
clínica é o consentimento ético em participar da pesquisa. Através da leitura do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) - documento que explica à voluntária sobre o que 
se trata a pesquisa, quais serão os procedimentos realizados, possíveis complicações e todas 
as informações pertinentes sobre sua participação da pesquisa - e após retirar todas suas 
dúvidas, assina o termo91. Os grupos de voluntárias sadias devem apresentar as mesmas 
características (homogêneo), receber os mesmos padrões de alimentação e estadia. As 
voluntárias são internadas em uma clínica credenciada e são supervisionadas por uma equipe 
multiprofissional (médicos, enfermeiros, farmacêuticos, dentre outros). A partir deste 
momento recebem o medicamento e se submetem à coletas de amostras de líquidos biológicos 
(onde a droga pode ser quantificada), segundo um cronograma pré-estabelecido por 
profissionais treinados. As coletas devem ser mantidas contemplando um período de no 
mínimo 3 a 5 meias vidas de eliminação do fármaco. 
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 Etapa Analítica: nesta etapa é realizada a quantificação exata do fármaco na 
matriz biológica utilizada (frequentemente plasma, mas podendo ser utilizado sangue, soro, 
urina, fezes), através de métodos previamente validados, os quais geram dados da 
concentração do fármaco em função do tempo. Estes métodos utilizam mais comumente a 
Cromatografia Líquida acoplada à Espectrometria de Massas, descrito abaixo. 
 Etapa Estatística: A curva gerada pelos dados da etapa analítica permite calcular 
os parâmetros essenciais para estabelecimento da bioequivalência entre os medicamentos 
estudados. As análise que obrigatoriamente devem ser feitas (determinadas pela ANVISA) 
são: Cmax , tmax , t1/2, ASC0-t e ASC0-inf 94. 
 A bioequivalência é determinada quando o intervalo de confiança de 90% da 
razão T/R entre as médias e ASC0-t e Cmax estiverem entre 80 e 125%. 
1.6 Cromatografia Líquida de Alta Performance 
 A Cromatografia Líquida (LC) é um método essencial na mensuração de 
concentrações dos fármacos no plasma nos estudos de bioequivalência, através da separação 
de partículas na análise de drogas, sendo este, muito utilizado na indústria farmacêutica (no 
processo de produção de drogas), em pesquisa, para métodos legais (detecção de metabólitos 
em líquidos biológicos como a urina) e na área médica (exames laboratoriais). Trata-se de 
uma técnica da química analítica que identifica, separa e quantifica cada componente de uma 
mistura de solventes (água, metanol ou outros) com a amostra a ser analisada - denominada 
fase móvel. Baseia-se em bombas que ejetam um líquido solvente, contendo a amostra sob 
pressão (50 a 350 bar), por uma coluna de metal (de 30 a 250mm de comprimento), 
preenchida por um material sólido estacionário e particulado (geralmente sílica ou um 
polímero de 2 a 50 micrômetros de diâmetro). Cada componente da amostra interage de forma 
diferente com a fase sólida (adsorção, troca iônica ou partição), causando diferentes 
velocidades de fluxo, determinando a separação dos componentes ao transitar pela coluna. Os 
dados são extraídos desta análise através dos gráficos com alturas e áreas dos picos em cada 
tempo, para cada componente da amostra98. A Figura 6 exemplifica um sistema de HPLC. 
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  Métodos baseados no radioimunoensaio e no ELISA foram por muito tempo as 
técnicas padrão para a medida de metabólitos de esteróides em líquidos orgânicos. Estes 
métodos têm sido fadados ao desuso por suas dificuldades inerentes: a impossibilidade de 
analisar mais de um metabólito por vez, sendo necessárias inúmeros testes sequenciais; a 
grande interferência existente entre metabólitos esteroidais e fases móveis, dentre outros. Já a 
HPLC-MS é um método sensível, específico, com alta acurácia e tem sido usado para a 
avaliação de múltiplos metabólitos simultaneamente em amostras biológicas como plasma, 
urina entre outros99. 
1.7 Espectrometria de Massas com Ionização por Electrospray (ESI-MS) 
 A Espectrometria de Massas é uma técnica analítica que ioniza espécies químicas 
e separa os íons, baseado em suas relação massas/carga, podendo medir quantitativamente as 
massas em uma amostra. O resultado é uma curva do sinal do íon como uma função da sua 
razão massa/carga, fornecendo a estrutura da amostra pela identificação e fragmentações 
diferentes.  
 Inicialmente, a amostra (que pode ser um gás, líquido ou sólido) é ionizado, 
usualmente, por um bombardeamento de elétrons. Algumas moléculas da amostra são 
fragmentadas carregadas negativamente. Estes íons são acelerados e submetidos à um campo 
Figura 6 - Representação da HPLC. 1)Reservatório de solventes; 2)Degaseificador; 3)Válvula; 4)Reservatório 
da fase móvel; 5)Bomba pressórica; 6)Válvula comutadora; 7)Loop de injeção da amostra; 8)Pré-coluna; 
9)Coluna Analítica; 10)Detector infravermelho; 11)Aquisição de dados; 12)Coletor de frações. Fonte: Practical 
High-performance Liquid Chromatography by Veronika Meyer, 4th edition, John Wiley and Sons, 2004, ISBN 
0470093781. CC BY-SA 3.0, GNU Free Documentation License105.
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eletromagnético que os separa de acordo com sua razão massa/carga. Os resultados são 
mostrados por um programa de computador de forma espectral100. A figura 7 ilustra este 
processo. 
 A Ionização por Electrospray é uma técnica utilizada na Espectrometria de Massas 
para produzir íons através de um electrospray, determinando o peso molecular de uma ampla 
variedade de analitos. É utilizado em métodos analíticos de moléculas polares que apresentam 
íons em solução aquosa, transformando-os em íons em fase gasosa. A amostra em solução 
advinda da LC é pulverizada através de uma agulha onde é aplicada uma corrente elétrica de 
alta voltagem (potencial elétrico de em média 5kV), criando um aerosol carregando os íons. 
As gotículas formadas evaporam-se devido ao calor aplicado em um capilar que recebem as 
gotículas em partículas cada vez menores. Os íons saem das gotículas dirigindo-se para o 
analisador de massas através da manutenção de um campo elétrico. A partir daí, os íons são 
separados quantitativamente através de sua razão massa/carga no analisador de massas101,102.  
 As partículas são separadas através de um método denominado Monitorização de 
Reações Múltiplas (MRM) . Ele consiste em quatro hastes metálicas dispostas em um formato 
quadrangular formando câmaras por onde passam os íons carregados. Inicialmente, o íon 
precursor que vem da ESI é separado dos demais por radiofrequência (através de sua relação 
Figura 7 - Diagrama de um Espectômetro de Massas. Adaptado de: Openstax, 
CC BY 4.0. 1999-2016, Rice University106.
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massa/carga). Na câmara seguinte (câmara de fragmentação) este íon é fragmentado pela 
colisão com gás argônio. Através desta colisão são formados íons menores, denominados íons 
produto. Os íons produto são encaminhados para a terceira câmara onde existe um detector 
eletrônico de pequenos fragmentos - somente os fragmentos selecionados, quanto à sua 
relação massa/carga, são analisados e quantificados, enquanto os íons restantes são 
refletidos103,104. O MRM está exemplificado na Figura 8. 
Figura 8 - Representação das etapas do sistema de Monitorização de Reações Múltiplas. Adaptado 
de: Hannes Röst and M. Steiner.  Own work., CC BY-SA 3.0.GNU Free Documentation License107.
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2. OBJETIVOS 
 O presente estudo tem como objetivo primário apresentar o desenvolvimento de 
um método rápido, sensível e específico de Cromatografia Líquida de Alta Performance, 
pareada com Espectrometria de Massas com Ionização por Electrospray (HPLC-ESI-MS/
MS), para quantificar a 3⍺-hidroxitibolona no plasma humano, sem derivatização. 
 Secundariamente, este estudo objetiva: 1) avaliar a segurança do presente estudo 
de bioequivalência; 2) determinar a tolerabilidade das formulações durante o estudo de 
bioequivalência e 3) demonstrar a bioequivalência entre duas formulações orais de tibolona: 
Livolon® (comprimido de 1,25 mg) produzida por Biolab Sanus Farmacêutica (Brasil), como 
a formulação teste, e  Libiam® (comprimido de 1,25 mg) produzida por Libbs Farmacêutica 
(Brasil), como a formulação referência. 
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3. MÉTODOS 
3.1. Desenho do estudo 
 Foi um estudo clínico Fase IV, monocêntrico, aberto, aleatorizado, cruzado com 
dois braços de tratamento, balanceado e sem procedimentos de codificação cega. Foi dividido 
em etapas: Etapa Clínica, Etapa Analítica e Etapa Estatística. A finalidade primária da Etapa 
Clínica é a coleta de amostras de sangue de voluntárias sadias. A Etapa Analítica teve como 
meta aferir as concentrações plasmáticas de 3α-hidroxitibolona  através de métodos analíticos 
específicos e validados, baseado na aplicação de um modelo não compartimental próprio para 
avaliação destas concentrações, utilizando a Cromatografia Líquida de Alta Eficácia acoplada 
a Espectrometria de Massas (LC-MS/MS). Na Etapa Estatística as análises foram conduzidas 
após transformação logarítmica baseada em modelo aditivo para todos os valores dos 
parâmetros farmacocinéticos para determinar nível de significância estatística entre os 
parâmetros, garantindo o objetivo primário do estudo em demonstrar bioequivalência entre as 
formulações. 
3.2 Ética em Pesquisa 
 No Brasil, toda pesquisa envolvendo humanos deve ser avaliada por um Comitê 
de Ética em Pesquisa (CEP), necessariamente presente em qualquer instituição que 
desenvolva esse tipo de atividade. O CEP deve conter membros de múltiplas especialidades e 
deve acima de tudo zelar pela integridade e dignidade dos sujeitos de pesquisa através da 
avaliação, liberação e recomendações das pesquisas submetidas a ela. As pesquisas avaliadas 
também são acompanhadas durante o transcorrer das mesmas. Cada CEP responde 
diretamente ao Conselho Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP), órgão do Conselho 
Nacional de Pesquisa do Ministério da Saúde93,97. As pesquisas clínicas de bioequivalência se 
encaixam na classificação de tramitação Grupo III, o que exige do CEP o envio trimestral de 
relatórios e folhas de rosto ao CONEP. O estudo foi conduzido de acordo com a Declaração 
de Helsinque (1964) e revisões, assim como as regulamentações locais: Resoluções 466/12 
CNS-MS, bem como RDC 56 de 08 de outubro de 2014 da Agência Nacional de Vigilância 
Sanitária (ANVISA) e Resoluções complementares. 
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 O presente estudo foi aprovado pelo CEP da Universidade Estadual de Campinas - 
UNICAMP - Campus Campinas, descrito no Parecer Consubstanciado nº 958.693 de 
24/02/2015 (Anexo 1). 
3.3 Etapa Clínica 
3.3.1 Desenho  
 As voluntárias receberam dose única oral de tibolona de 3,75mg (3 comprimidos 
de 1,25mg) com um copo de água mineral, sem gás (200 mL), seguidas por coletas de 
amostras de sangue por pelo menos 3 meias-vidas e foram divididos em dois grupos conforme 
a sequência de administração:  
1 - Formulação teste  - washout - Formulação referência 
2 - Formulação referência  - washout - Formulação teste 
 O período de washout entre as duas internações para administração das diferentes 
formulações, que deve ser no mínimo sete meias vidas, foi padronizada em duas semanas. A 
seqüência de tratamento atribuída a cada voluntário, nos períodos de estudo, foi determinada 
por uma lista de aleatorização descrita no Apêndice 1. Um número foi alocado 
seqüencialmente para cada voluntário e devidamente aleatorizado antes do início do ensaio. 
3.3.2 População de Estudo 
 A população estudada foi constituída por 48 mulheres sadias na pós-menopausa 
entre 46 e 60 anos de idade, dentro da faixa de 15% do peso corporal ideal, para mais ou para 
menos.  
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 Recrutamento: 
 O recrutamento foi realizado na Unidade Ambulatorial Campinas (Av. João 
Erbolato, 266 Jardim Chapadão, Campinas - SP). As voluntárias participaram de um processo 
de recrutamento onde foi realizado amplo esclarecimento sobre a pesquisa clínica em questão, 
solicitado a assinatura do Termo de Recrutamento (Apêndice 2) e submetidas à consulta 
médica para determinação da história clínica e exame físico descritos no Quadro 4. 
 Após a avaliação médica, no caso de comprovação de voluntárias hígidas e não 
havendo violação de qualquer critério de inclusão e exclusão (vide abaixo), as voluntárias 
foram submetidas a realização de exames complementares (Quadro 5). As voluntárias que 
apresentaram alguma condição clínica (e portanto excluídas do estudo) foram encaminhadas 
para tratamento e receberam orientações gerais. 
História Clínica Exame Físico
Histórico patológico 
pessoal Antecedentes cirúrgicos Frequência cardíaca Peso, altura e IMC
Sintomas do sistema 
respiratório Histórico familiar
Ausculta 
cardiorrespiratória Propedêutica abdominal
Sintomas do sistema 
músculo esquelético Estado psicológico 
Palpação de 
linfonodos Exame cervical e tireóide
Sintomas do sistema 
urogenital
Sintomas do sistema 
cardiovascular
Exame 
musculoesquelético Inspeção urogenital
Sintomas do sistema 
digestório
Sintomas do sistema 
endócrino Exame de mucosas Temperatura axilar
Sintomas do sistema 
neurológico Pressão arterial Estado geral
Quadro 4 - Avaliação médica no recrutamento
Tipo de exame Especificação
Hematologia Contagem de glóbulos vermelhos, hematócrito, hemoglobina, contagem de leucócitos com diferencial, contagem de plaquetas
Bioquímica Glicose em jejum, Proteínas totais, albumina, uréia, creatinina, bilirrubina total, fosfatase alcalina, γGT, ALT, AST, colesterol total, triglicerídeos e ácido úrico
Sorologia HIV 1 e 2, HBsAg, Anti HBc, Hepatite C
Outros Protoparasitológico de fezes, Sumário de Urina, Eletrocardiograma, beta-HCG
Quadro 5 - Exames complementares realizados no recrutamento
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 Seleção: 
 Na Unidade Ambulatorial Campinas, a equipe médica, através da consulta ao 
banco de voluntárias aprovadas no recrutamento e, levando em conta os critérios de inclusão e 
exclusão, selecionou o número de 48 voluntárias adequado para atender às necessidades de 
inclusão no estudo. As voluntárias foram contatadas por telefone e informadas quanto à 
participação do estudo. O Formulário de Relato de Caso (CRF) foi preenchido com os 
resultados do exame médico e exames complementares de cada voluntária. Toda a informação 
obtida durante o estudo, referente ao estado de saúde das participantes, foi disponibilizada aos 
médicos e às voluntárias em sigilo. 
3.3.3 Critérios de inclusão e exclusão 
 Critérios de inclusão: 
 - Sexo feminino; 
 - Idade entre 46 e 60 anos; 
 - Estar no período da pós-menopausa (mínimo de 12 meses sem menstruação); 
 - Índice de massa corpórea (IMC) entre 19 e 27,5 (com tolerância de 10% no 
limite superior)111; 
 - Apresentar boas condições de saúde; 
 - História clínica, estado psicológico e exame físico normais; 
 - Exames complementares dentro dos limites da normalidade (Quadro 5) 
 - Desejo de participar do estudo; apresentar-se voluntariamente à instituição 
pesquisadora (Galeno Desenvolvimento de Pesquisas, LTDA - Rua Latino Coelho, 1.301  
Campinas/SP) 
 - Apresentar cognição e nível de entendimento para compreender a natureza e 
objetivo do estudo; 
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 - Estar de acordo após leitura, entendimento esclarecido e assinatura do Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido. 
  
 Critérios de exclusão: 
 - Hipersensibilidade à tibolona ou a compostos quimicamente relacionados; 
 - Histórico de reações adversas sérias após uso de qualquer droga; 
 - Hipersensibilidade a qualquer droga; 
 - Histórico ou presença de doenças ativas gastrointestinais ou hepáticas ou outra 
condição que interfira com a absorção, distribuição, excreção ou metabolismo da droga 
(síndromes disabsortivas, doenças intestinais ou pancreáticas);  
 - Uso de qualquer medicamento continuamente até 2 semanas que antecedam o 
estudo; uso de qualquer medicação por 1 semana que antecede o estudo; terapia 
medicamentosa com qualquer droga conhecida com potencial tóxico em grandes órgãos 
dentro dos 6 meses prévios ao estudo; participação de qualquer estudo experimental ou ter 
ingerido qualquer droga experimental dentro dos seis meses que antecedem o início do 
estudo; 
 - Uso de anticoncepcionais hormonais (pílulas pelo menos 03 meses e injetáveis 
01 ano); 
 - Uso de terapia hormonal atual ou anterior; 
 - Gravidez ou teste positivo de gravidez, parto ou aborto nas 12 semanas 
anteriores a data prevista para a internação e  lactação; 
 - Mulheres submetidas à histerectomia mesmo com preservação de ovários;  
 - Doenças significativas e ativas de acordo com a avaliação médica;  
 - Câncer de mama, hiperplasia ou carcinoma endometrial, doença cardiovascular 
ativa; Tromboembolismo venoso prévio; 
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 - Internação por doença de qualquer natureza em até 8 semanas antes do início 
deste estudo; 
 - Achados alterados significativamente nos exames complementares na triagem, a 
critério médico; 
 - Doação de sangue: 1) 450mL pelos três meses que antecederam o estudo;  3 
doações (mulheres) ou 4 doações (homens) dentro dos 12 meses antes do estudo; 
 - Tabagismo ativo; 
 - Ingestão de mais do que 5 xícaras de café ou chá ao dia; 
 - Hábitos alimentares incomuns; 
 - Histórico de abuso / excesso de álcool (> 35g/dia) ou drogas; 
3.3.4 Formulações sob investigação 
 As formulações que serão investigadas no presente têm suas características 
descritas na Quadro 6. 
Formulação Teste Formulação Referência
Nome comercial Livolon® Libiam®
Princípio ativo tibolona tibolona
Forma farmacêutica comprimido comprimido
Dose por unidade 1,25 mg 1,25 mg
Número do lote 4030497 13k0524
Data de fabricação março 2014 setembro 2013
Data de validade março 2016 setembro 2015
Nome do Fabricante Biolab Sanus Farmacêutica LTDA Libbs Farmacêutica LTDA
Endereço Av. Paulo Ayres, 280, Taboão da 
Serra-SP
Rua Alberto Correia 
Francfort, 88, Embu-SP
Quadro 6 - Comparativo entre as formulações
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3.3.5 Internação das voluntárias 
 Uma reunião foi realizada com as voluntárias, aprovadas em data anterior à 
internação clínica, para informá-las sobre  a etapa clínica e orientações gerais, em especial, 
esclarecimento sobre as restrições necessárias no período. Após sanadas as dúvidas 
apresentadas, as mesmas assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE 
(Anexo 2). 
 As voluntárias foram divididas em grupos para internação. Cada grupo foi 
balanceado em número de voluntárias, sempre que o total de número de voluntárias previstas 
for divisível pelo número de grupos x 2. Caso, por razões de ordem logística, não fosse 
possível estabelecer este cronograma de internação, os grupos poderiam ser distribuídos 
através de cronograma específico definido antes da primeira internação. Neste caso, o 
cronograma de internação específico foi enviado ao órgão regulatório (ANVISA), através do 
SINEB (Sistema de Informações em Estudos de Equivalência Farmacêutica e 
Bioequivalência), durante o cadastro da etapa clínica. Os grupos de voluntárias qualificadas 
foram internadas em 2 períodos de aproximadamente 36 horas cada, com pelo menos 2 
semanas (7 meias vidas) de intervalo entre as internações: período de washout. As voluntárias 
apresentaram-se às 18 horas do dia anterior ao início de cada período de tratamento. Tiveram 
auxílio geral e assistência médica durante o período de internação: avaliação de suas 
condições gerais desde a entrada até a alta, de forma a manter a aderência aos requisitos no 
protocolo de pesquisa. 
 Foi contratado um Seguro de Vida em Grupo, com cobertura para todas as 
voluntárias, a partir da data de início do Estudo até seis meses após, para casos de invalidez 
permanente e acidentes e morte relacionados ou não ao estudo. 
 As voluntárias foram internadas no Centro Avançado de Estudos e Pesquisas - 
CAEP, localizado na Rua José Geraldo Cerebino Christófaro, 245 Campinas - SP, que 
disponibiliza uma unidade para estudos clínicos com leitos de internação e equipe de 
enfermagem. A enfermaria dispõe de sistema de atendimento de emergência com monitores, 
desfibriladores, oximetria de pulso, ventilador mecânico e medicação de emergência, além de 
Unidade de Terapia Intensiva (UTI), no mesmo andar de internação, de acordo com os 
requisitos exigidos pela ANVISA para certificação de unidades clínicas de Centros de 
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Bioequivalência. Caso o médico responsável pela condução da internação julgasse necessário, 
a voluntária poderia ser encaminhada para o Hospital Madre Theodora (Rua José Geraldo 
Cerebino Christófaro, 175 – Parque das Universidades – Campinas). Equipamentos para 
processamento e armazenamento de amostras biológicas também foram disponibilizados para 
este estudo.  
 Foi realizada uma vistoria dos pertences pessoais trazidos pelas voluntárias e 
armazenados os não pertinentes ou que possibilitariam práticas restritas ao estudo, com 
devolução ao final de cada internação, sempre com consentimento da voluntária. As 
voluntárias foram transportadas para a unidade internação no hospital às 20:00 horas, na noite 
anterior de cada período de tratamento, permanecendo internadas por 24 horas após a 
administração da tibolona. Foram assistidas por uma equipe multidisciplinar em todo o 
período de tratamento, aumentando a  aderência ao protocolo do ensaio. 
 O CRF, com início de preenchimento na fase de seleção, foi preenchido com as 
seguintes informações: 
 -  História médica e exame físico;  
 -  Dados antropométricos;  
 -  Sinais Vitais;  
 -  Uso de medicamentos pré ou concomitantemente ao tratamento;  
 -  Administração dos produtos sob investigação e respectivos horários;  
 -  Controle de ingestão de alimentos e líquidos;  
 -  Horários de coleta das amostras de sangue;  
 -  Registro de eventos adversos;  
 Nos CRF, cada voluntário foi identificado pelas iniciais do primeiro nome e 
último sobrenome, seguido da data de nascimento e letra correspondente ao sexo. Esta 
identificação foi relatada em cada página do CRF.  
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 Dentro de 21 dias, após o término da última internação, foram repetidos os 
exames complementares iniciais (Quadro 5). Após o recebimento destes resultados, as 
voluntárias foram convocadas a comparecer à unidade ambulatorial para o exame clínico de 
alta, ocasião em que foram, em princípio, dispensadas. No entanto, voluntárias que 
apresentassem eventos adversos, seriam acompanhadas clinicamente, independentemente da 
conclusão do estudo.  
3.3.6 Dieta 
 A alimentação oferecida às voluntárias foi padronizada, evitando interferência no 
estudo. Na noite da internação foi oferecido um jantar às voluntárias. Permaneceram em 
jejum de 8 horas antes até 2 horas após a administração da tibolona. Os horários das refeições 
foram resumidos no Quadro 7.  Todos os alimentos e bebidas servidos deveriam ser ingeridos 
por completo e foram devidamente registrados. A ingestão de líquidos foi permitida até 2 
horas antes e 2 horas depois da administração da droga. A composição das refeições está 
relatada no Anexo 3. 
  
Refeição Tempo antes da administração da medicação
Jantar Mínimo 11 horas
Ceia Pelo menos 9 horas
Tempo após a administração da medicação
Desjejum A partir de 2 horas
Almoço A partir de 5 horas
Lanche A partir de 8 horas
Jantar A partir de 12 horas
Ceia A partir de 14 horas
Desjejum A partir de 24 horas
Quadro 7 - Refeições oferecidas
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3.3.7 Restrições 
 As voluntárias foram orientadas a não realizarem esforços físicos extenuantes até 
cerca de três dias antes da primeira coleta de sangue; não foi permitido a ingestão de álcool, 
drogas de abuso, tabaco e outros medicamentos a partir de dois dias anteriores à primeira 
administração da medicação, até a última coleta de amostra de sangue para análise 
farmacocinética em cada período. Não foi permitida doação de sangue durante o estudo. 
Perda involuntária de sangue deveria ser comunicada à equipe médica. A ingestão de produtos 
que contenham xantina (chocolate, chás, café, bebidas energéticas, dentre outras) foram 
proibidos trinta e seis horas anteriores à primeira administração da tibolona até a última coleta 
de amostra de sangue para realização da análise farmacocinética; a ingestão de alimentos ou 
bebidas com cimboa (Citrus maxima) e alimentos ou bebidas sabidamente inibidores e 
indutores de CYP450; não foram permitidos (sementes de papoulas, couve de Bruxelas, 
brócolis, dentre outras) por sete dias antes da primeira administração dos medicamentos até a 
última coleta de amostra de sangue do último período. 
3.3.8 Segurança 
 Definições: 
 Evento adverso: qualquer ocorrência médica não desejada. 
 Experiência adversa: qualquer alteração indesejada ou patológica das funções 
fisiológicas que ocorrem em qualquer fase do ensaio associada ou não com o medicamento 
estudado. 
 Todas as voluntárias foram acompanhadas durante o estudo por possíveis eventos 
adversos. No CRF, foram registrados todas as experiências que ocorreram durante o estudo e 
também os eventos ocorridos durante o período de washout, independente se foram 
relacionadas com as intervenções. 
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3.3.9 Coleta de amostras 
 A coleta das amostras foi feita através de cateter heparinizado introduzido em veia 
superficial do antebraço do voluntário. Após a coleta de cada amostra, o cateter foi irrigado 
com 1 mL de solução de heparina sódica, diluída em soro fisiológico. 
  Foram coletados inicialmente 40 mL de sangue para a realização de avaliação 
laboratorial inicial, após o mínimo de 8 horas de jejum (Apenas na primeira internação) - esta 
coleta se deu para controle individual, curvas e padrões. O total de 26 amostras de 8 mL 
foram coletadas em cada período em tubos contendo 50 µL de heparina (5000 IU/mL), de 
acordo com a programação que se segue (Quadro 8), para uso na dosagem de tibolona.  
 Após a internação, foram coletados 7mL de sangue para realização dos exames 
pós-estudo. Um total de aproximadamente 474 mL de sangue foi coletado durante os 2 
períodos do estudo, incluindo o volume coletado para os exames pré e pós-estudo. 
 Foi registrado no CRF, o tempo real total de coleta de cada amostra de sangue 
usando-se um mesmo relógio. Também foi registrado o tempo total da administração da 
tibolona, para que se possa computar o intervalo real de tempo existente entre a última 
administração da droga e as respectivas coletas. Eventuais perdas de coleta de amostras 
também foram registradas. As amostras coletadas deveriam permitir a identificação 
inequívoca do estudo, voluntário (código de identificação), período e horário de coleta. Caso 
alguma voluntária não tivesse 90% dos tempos de coleta efetivamente colhidos, essa seria 
retirada do estudo e as amostras não poderiam ser objeto de quantificação para fins de análise 
de bioequivalência94. As técnicas e cuidados nas coletas foram pautados pelo Procedimento 
Operacional Padrão (POP) de coletas de sangue, descritos no Anexo 4. 
  
Amostra pré-administração Imediatamente antes (dentro de 1 hora) da administração da medicação.
Amostras pós-administração 
0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.33, 2.67, 3, 3.33, 3.67, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 
8, 10, 12, 14, 16, 18, 24 horas após a administração da medicação.
Quadro 8 - Cronograma de coleta de amostras
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3.3.10 Processamento, armazenamento e transporte das amostras 
 As amostras de sangue, no período máximo de 1 hora após a coleta, foram 
centrifugadas à 2000 G por 10 minutos a baixa temperatura (4oC). Imediatamente após a 
centrifugação, o plasma foi retirado e armazenado em frasco adequado, igualmente 
identificado, à temperatura de (-20oC) em freezer específico para armazenagem de amostras 
biológicas localizado na própria Unidade.  
 Após o término do período de estudo os frascos identificados foram preparados, 
armazenados, subdivididos por voluntária e por período do estudo. O transporte para a 
Unidade Analítica foi realizado seguindo um procedimento padrão previamente validado e 
aprovado de maneira a não comprometer as amostras, segundo o POP para manejo das 
amostras, descrito no Anexo 5. 
3.3.11 Critérios de retirada 
 As voluntárias podem ter sua participação no estudo encerrada a partir dos 
critérios de retirada abaixo: 
 - Solicitação por parte da voluntária para se retirar do estudo a qualquer momento, 
por qualquer razão;  
 - Não aderência às exigências do protocolo; 
 - Eventos adversos ou sintomas ou sinais de possível toxicidade local ou 
sistêmica; 
 - Doença de aparecimento durante o estudo; 
 - Adequação em critérios de exclusão, em qualquer momento do estudo; 
 - Qualquer outra condição que, a juízo do pesquisador, seja do interesse para 
manutenção da saúde da voluntária; 
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 - Vômito após a ingestão do medicamento em até o dobro do tempo do tmax do 
ingrediente ativo ou em até 4 horas; 
 - Em caso de desistência individual antes da internação, a voluntária poderá ser 
substituída. Não é recomendada substituição de “dropouts” após o início do estudo. 
 Os detalhes dos motivos da retirada da voluntária da presente pesquisa foram 
registrados no CRF. 
3.3.12 Critérios para substituição de voluntárias reserva  
 Estes são os critérios de substituição dos voluntárias por “voluntárias reserva”: 
 - Índice de abstenção na primeira internação em torno de 10 a 20%; 
 - As voluntárias excedentes compareceram ao Hospital na condição de 
“voluntárias reserva” - podendo ou não serem incluídas no estudo ; 
 - Caso uma “voluntária reserva” não seja incluída no estudo (em função do 
comparecimento de número suficiente do conjunto de voluntárias, normalmente convocadas) 
e seja dispensado da internação, este fará jus ao ressarcimento de um valor específico por 
conta deste comparecimento, conforme estipulado no item 14.5 (Ressarcimento) a ser quitado 
somente no encerramento do estudo  
 - As "voluntárias reserva” foram igualmente cadastradas no SINEB - ANVISA. 
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3.3.13 Segurança Farmacológica 
Especificação dos parâmetros de segurança  
 Para fins de acompanhamento de segurança, as voluntárias são observados 
durante o estudo, visando a detecção de eventos adversos.  
 Um evento adverso é qualquer ocorrência médica, não desejada, em um sujeito 
que esteja participando de uma investigação clínica, ao qual já tenha sido administrado 
alguma das terapias vinculadas à investigação. Esta ocorrência não necessita ter uma relação 
causal com a terapia. Um Evento Adverso pode, portanto, ser um sinal (incluindo achados 
anormais de exames ou sinais vitais) ou sintoma desfavorável e não intencional, ou uma 
doença temporalmente associada à terapia, relacionada ou não à terapia.  
 Um evento adverso é considerado, independente de dose, quando:   
 - Provoca a morte;  
 - Ameaça a vida;  
 - Requer hospitalização ou prorrogação da hospitalização;  
 - Resulta em debilidade / incapacitação significativa ou persistente;  
 - Trata-se de uma anomalia congênita ou defeito ao nascimento;  
 - Trata-se de uma neoplasia maligna.  
 A "ameaça à vida" refere-se a condições que efetivamente encontradas, no 
momento da ocorrência do evento, ou que requeiram, também, no momento do evento, 
intervenção para prevenir que haja "ameaça à vida"; não se refere à possibilidade de "ameaça 
à vida" caso o evento fosse mais intenso.  
 Todas as voluntárias, inclusive as que desistam da participação no estudo após a 
administração de, pelo menos, uma dose de um dos medicamentos, devem ser reavaliadas 
clinicamente (incluindo sinais vitais, exame físico e ECG) e por exames laboratoriais 
subsidiários, iguais aos realizados na fase pré-estudo (exceto testes sorológicos e exame de 
fezes). A reavaliação clínica deverá ocorrer depois que os resultados do ECG e exames 
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laboratoriais estejam disponíveis. Independentemente de alteração, todos os resultados 
obtidos devem ser relatados nos CRFs individuais correspondentes.  
 Além da comunicação de eventos pela voluntária ou simples observação, o 
pesquisador deve registrar e avaliar as seguintes variáveis, visando a detecção de eventos 
adversos:  
 - Sinais vitais das voluntárias (FC, PA e temperatura) obtidos durante as 
internações;  
 - Resultados dos exames laboratoriais (hematologia, bioquímica e análise de 
urina) e eletrocardiograma, obtidos ao final do estudo e avaliados de forma comparativa 
àqueles obtidos na fase de seleção das voluntárias;  
 - Achados de exame físico, obtidos ao final do estudo e avaliados de forma 
comparativa àqueles obtidos na fase de seleção das voluntárias. 
Métodos e ocasiões para determinar, registrar e analisar os parâmetros de segurança  
 Procedimento durante o estudo: 
 Nos dias de administração da medicação, em cada período de tratamento, as 
voluntárias permanecem internadas durante as horas subseqüentes à administração dos 
medicamentos e serão observadas pelos profissionais de saúde, durante todo o estudo, visando 
a detecção de eventos adversos (incluindo sinais de toxicidade).  
 As voluntárias são instruídas sobre os efeitos adversos em potencial, bem como 
sobre a necessidade de comunicá-los imediatamente ao pesquisador ou sua equipe. Quaisquer 
eventos adversos, que ocorram após o período sob supervisão médica direta, devem ser 
imediatamente comunicados à equipe, por telefone.  
 Procedimento pós-estudo: 
 Por ocasião da alta da última internação, todas as voluntárias são novamente 
avisadas de que não devem doar sangue por pelo menos 3 meses, e tampouco participar de 
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qualquer estudo clínico com medicamentos, que envolva a coleta de amostra por pelo menos 
6 meses.  
 Todas as voluntárias, inclusive as que desistiram da participação no estudo após a 
administração de, pelo menos uma dose de um dos medicamentos, devem ser reavaliados 
clinicamente (incluindo sinais vitais, exame físico e ECG) e por exames laboratoriais 
subsidiários iguais aos realizados na fase pré-estudo (exceto testes sorológicos e exame de 
fezes). A reavaliação clínica deve ocorrer depois que os resultados do ECG e exames 
laboratoriais estejam disponíveis. Independentemente de alteração, todos os resultados 
obtidos devem ser relatados nos CRFs individuais correspondentes.  
 A negativa ou o não comparecimento da voluntária para a realização destes 
procedimentos deverá ser devidamente documentada.  
Procedimentos para obter relatos, registrar e comunicar eventos adversos e doenças 
intercorrentes  
 As perguntas realizadas para saber se o voluntária teve algum evento adverso 
deverão ser limitadas a perguntas gerais, tais como: "Como vai você?" As voluntárias devem 
ser questionadas, pelo menos aproximadamente às 0h, 4h, 8h, 12h e 24 horas após a 
administração das formulações.  
 É solicitado às voluntárias que relatem qualquer evento adverso e quando isto 
ocorreu. É também solicitado que notifique ao pesquisador se foi necessário usar medicação 
adicional. 
 Qualquer evento adverso deve ser registrado, em detalhes, na(s) folhas(s) 
apropriada(s) para relato de evento adversos, integrante do CRF.  
 No caso de eventos adversos sérios, estes devem também ser documentados 
através do Formulário de Relato de Evento Adverso Sério. Os detalhes incluem a descrição do 
evento, utilizando terminologia médica precisa, informação sobre o momento em que 
começou, sua duração e as ações médicas tomadas para afastar o evento adverso, bem como 
informações sobre o desfecho e qualquer outro dado adicional que, a juízo do pesquisador, 
possa ser relevante. Devem ser empreendidos todos os esforços pelo pesquisador para 
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explicar cada experiência adversa e avaliar sua relação, se houver, com o medicamento do 
estudo. O pesquisador é responsável por documentar todos os eventos adversos que ocorram 
durante o estudo e comunicar oportunamente estes eventos ao patrocinador. O pesquisador é 
responsável pela notificação dos Eventos Adversos Sérios ao responsável pela 
Farmacovigilância do patrocinador (veja seção 9.4).  
 Os detalhes e instruções específicas para documentação e notificação de eventos 
adversos encontram-se no POP PEC PRO 22, versão vigente, "Notificação de eventos 
adversos e relato de evento adverso sério".  
Eventos adversos sérios  
 Uma notificação do evento adverso deve ser enviada à CIBIO e 
Farmacovigilância da ANVISA (RDC 26 – 17/12/99). Um relatório inicial deverá ser 
prontamente enviado à CIBIO (Coordenação de Inspeção em Centros de Bioequivalência) e 
Farmacovigilância da ANVISA por fax, telefone, correio eletrônico ou por carta formal, em 
período não superior a 72 horas após o pesquisador Principal ter conhecimento do evento. 
Esta comunicação inicial deve ser seguida de um relatório completo, no período de no 
máximo 8 dias após a emissão do primeiro relatório.  
Unidade de Farmacovigilância (Ufarm)  
Núcleo de Vigilância em Eventos Adversos e Queixas Técnicas 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA)  
SEPN 515, bloco B, 2o andar, sala 2. Edifício Ômega 
CEP: 70770-502. Brasília, DF 
Tel.: (61) 3448-1219 - Fax: (61) 3448-1275 E-mail: farmacovigilancia@anvisa.gov.br 
Website: www.anvisa.gov.br/farmacovigilancia/index.htm  
Coordenação de Inspeção em Centros de Bioequivalência (CIBIO) 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA)  
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SEPN 515, bloco B, 2o andar. Edifício Ômega CEP: 70770-502. Brasília, DF  
Tel.: (61) 3448-1203 - Fax: (61) 3448-1205 E-mail: bioequivalência@anvisa.gov.br Website: 
www.anvisa.gov.br  
Adicionalmente, o guideline ICH E6 estabelece:  
 Todos os eventos adversos sérios devem ser imediatamente relatados ao 
patrocinador, 24 horas do conhecimento do evento pelo pesquisador principal. Após o relato 
imediato, os eventos adversos sérios devem ser prontamente enviados, por escrito, 
detalhadamente ao patrocinador;  
 O pesquisador principal deve seguir a legislação vigente no país no que diz 
respeito ao relato de Reações Adversas Sérias Inesperadas à droga. O pesquisador principal 
pode relatar todos os eventos adversos sérios ao patrocinador e deixar o patrocinador 
interpretar se é um evento ou uma reação (quebrando o código de tratamento) e se é 
inesperado (quando não se está declarado nas informações a respeito da droga);  
 O Comitê de Ética em Pesquisa deve ser informado sobre a ocorrência de Reações 
Adversas Sérias Inesperadas à droga;  
 O patrocinador deve expedir o relato de reações adversas à droga, as quais sejam 
consideradas, tanto sérias, quanto inesperadas, a todos os pesquisadores principais que 
estejam conduzindo estudos com a droga em questão, aos CEPs envolvidos e, quando 
requerido, às autoridades regulamentadoras.  
Tipo e duração do seguimento das voluntárias após efeitos adversos  
 É de responsabilidade do pesquisador garantir que as voluntárias envolvidas 
recebam um tratamento definitivo para qualquer evento adverso, se necessário. Os eventos 
devem ser seguidos clinicamente e por estudos laboratoriais (quando indicados) até que os 
parâmetros voltem ao normal. Estas atividades podem permanecer mesmo após o estudo ter 
sido completado.  
 A equipe da Unidade Clínica deve monitorar a segurança das voluntárias, desde a 
ocorrência de um evento adverso até a recuperação satisfatória. Portanto, podem ser 
necessárias visitas de retorno e testes laboratoriais (quando apropriado), mesmo depois que o 
estudo tenha sido completado e que tenha ocorrido a alta da Unidade Clínica. 
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3.3.14 Manuseio de Registros 
 Segundo as diretrizes da RDC 135/03 (ANVISA) e ICH-GCP108,109 todos os 
documentos relacionados ao Estudo foram arquivados e disponíveis por 15 anos. 
3.3.15 Ressarcimento 
 As voluntárias foram ressarcidas no valor de R$ 760,00, relativo às despesas e 
tempo despendidos durante o estudo. 
Foram  convocadas voluntárias adicionais em número condizente com a taxa de 
não comparecimento (cerca de 20%), as quais compareceram ao hospital na condição de 
"voluntárias reserva". Caso as mesmas não fossem internadas, nesta data receberão o valor de 
R$ 50,00 (cinqüenta reais) em função do deslocamento e comparecimento, quando do 
encerramento do estudo, independentemente do valor a ser recebido, caso fossem ser 
incluídos em outro grupo de voluntários do mesmo estudo ou em outro protocolo de pesquisa 
a ser conduzido. 
A voluntária que participou de apenas uma internação e faltou em outra, recebeu 
apenas 1/3 do valor de ressarcimento total, conforme determinação do CEP/FCM/UNICAMP 
(OFÍCIO CEP 146/2009). 
A participação da voluntária no processo de seleção, independente de aprovação 
ou concordância em participação, não será ressarcida.  
  
3.3.16 Confidencialidade
Os resultados do exame médico e testes laboratoriais foram registrados no CRF de 
cada voluntária. Toda a informação obtida durante o estudo referente ao estado de saúde da 
voluntária, ficou disponível ao médico da Unidade Clínica, cuja obrigatoriedade de 
manutenção do sigilo é inerente a sua função. 
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Uma cópia dos exames laboratoriais, realizados no pré e pós-estudo, foi fornecida 
às voluntárias. 
3.4 Etapa Analítica 
 Esta etapa foi realizada na Unidade Analítica da Galeno Research Unit, localizada 
na Rua Latino Coelho, 1301 em Campinas - SP - Brasil. Após o transporte das amostras foi 
realizada a quantificação da 3⍺-hidroxitibolona no plasma humano através da Cromatografia 
Líquida de Alta Performance, acoplada à Espectrometria de Massas com Ionização por 
Electrospray. Os critérios adotados pela Unidade Analítica para considerar um método como 
validado estão definidos no POP BAN PRO 19 - Validação de Método de Ensaio e 
encontram-se de acordo com os parâmetros exigidos pela ANVISA (RE 899 de 29 de maio de 
200384) e pelo Guia do FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos83,86. Os 
parâmetros avaliados são especificidade/seletividade, precisão, exatidão, carry-over, robustez, 
recuperação, linearidade e estabilidade.
3.4.1 Recebimento e armazenamento das amostras 
 Assim que as amostras desconhecidas foram recebidas na unidade analítica, uma 
checagem completa foi realizada, comparando as etiquetas dos tubos de amostra com as 
informações disponíveis nos documentos de envio. 
 As condições de chegada dessas amostras também foram verificadas e as amostras 
foram acondicionadas em um freezer apropriado a -20ºC, até o descongelamento para o 
processamento. 
 Depois da conclusão do estudo analítico, todo o conteúdo restante das amostras 
foi armazenado em um freezer a -20ºC, até que seja autorizado o seu descarte. 
3.4.2 Desenvolvimento do Método 
3.4.2.1  Descrição dos reagentes, instrumentos, equipamentos e padrões 
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 Livolon®, a formulação teste de tibolona, foi fornecido pela Biolab Sanus 
Farmacêutica (Brasil), com o número do lote 4030497. Libiam®, a formulação de referência 
da tibolona, foi adquirida da Libbs Farmacêutica (Brasil), com o número de lote 13k0524. A 
3⍺-hidroxitibolona foi adquirida da Toronto Research Chemicals (Canadá), com o número do 
lote 25-SSR-16-1 e pureza de 97%. 3alfa-hidroxitibolone-d5 (uma mistura deuterizada dos 
isômeros 3alfa e 3beta) foi adquirido da Research Synfine (Canadá), com o número de lote S- 
1315-001A4 e pureza de 98,6%. Quanto aos reagentes utilizados: A acetonitrila e o metanol 
(qualidade para HPLC) foram adquiridos da Panreac (Espanha). Hidróxido de Sódio (Panreac, 
Espanha),  hidróxido de amônio (Synth, Brasil), éter etílico (Honeyhell, U.S. A.) e hexano 
(Honeyhell, U.S.A.) foram adquiridos na qualidade analítica. Água ultrapura foi obtida a 
partir de um sistema de MilliQ® (Merck Millipore, E.U.A.). Sangue foi coletado de 
voluntários saudáveis e livres de drogas com heparina. Após centrifugação, obteve-se plasma 
humano, reunidas e armazenadas a -20ºC, até serem usadas. 
3.4.2.2 Calibração, soluções padrão e controle de qualidade de amostras 
 As soluções master de 3⍺-hidroxitibolona e 3-hidroxitibolone-d5 foram 
preparadass em solução metanol/água (70/30, v / v). As soluções de trabalho foram 
preparadas por diluição de soluções de reserva com acetonitrila/água (50/50, v / v). 
 As soluções padrão de calibração foram preparadas adicionando ao plasma em 
branco com soluções de trabalho 3⍺-hidroxitibolona para dar concentrações de 1, 2, 10, 20, 
40, 60, 80 e 100 ng/mL. As soluções padrão de calibração e amostras branco eram 
diariamente preparadas em duplicata para cada lote analítica. 
 As amostras de Controles de Qualidade (QC) foram preparadas adicionando 
plasma em branco com as soluções de trabalho de 3⍺-hidroxitibolona para dar concentrações 
de 1, 3, 5, 30, 75 e 150 ng/mL, designado LIQ (Limite de Quantificação), CQB (amostra de 
controle de qualidade de baixa concentração) , CQM 1 (amostra de controle de qualidade de 
média concentração), CQM 2 (amostra de controle de qualidade de média concentração 2), 
CQA (amostra de controle de qualidade de alta concentração) e CQD (amostra de controle de 
qualidade de diluição), respectivamente. O CQD (utilizado para avaliar a integridade de 
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diluição do método) foi diluída em plasma em branco (1:1) para análise. Amostras de CQ 
eram diariamente preparadas para cada lote analítico. 
 As amostras de plasma enriquecidas (padrões de calibração e os controles de 
qualidade) foram extraídas a partir de cada lote de análise, juntamente com as amostras 
desconhecidas. 
3.4.2.3  Preparação de amostra 
 Cerca de 900 µL de cada amostra de plasma foram introduzidos num tubo de 
ensaio (de vidro) com 50 µL da solução de 3⍺-hidroxitibolona-d5 (1000 ng/mL), 50 µL de 
hidróxido de amônio (50%) e 4 mL de éter etílico/hexano (50/50, v / v), sequencialmente, e 
com 5 segundos de mistura em vórtice nos intervalos. Em seguida, o tubo de vidro era 
misturou em vórtice durante 60 segundos e congeladas a -80ºC. A fase flutuante (fase 
orgânica) foi transferida para outro tubo de vidro e desidratada com nitrogênio em gás a 40ºC. 
Os resíduos desidratados foram reconstituídos com 120 µL de acetonitrila/água (60/40, v / v) 
e NaOH (2 mM) e misturados em vórtice, durante 10 segundos. Neste ponto, as soluções 
foram transferidas para os microtubos para auto-injetor tipo CTC HST PALTM® (CTC 
Analytics, Suíça). 
3.4.2.4 Condições cromatográficas 
 A HPLC foi realizada em um Cromatógrafo Líquido (Agilient, Alemanha)  - mod. 
G1311A / DE11113529  -  com  uma coluna Phenomenex Gemini-NX® C18 5u 110A 150 x 
4,6mm (SN:560249-2 GRU2011-001 -  Phenomenex, E.U.A.), com uma bomba de G1311A 
(Agilent, Alemanha), com um taxa de fluxo de 1150 µL/min. A fase móvel (eluição isocrática) 
era acetonitrila/água (60/40, v/v) e NaOH (2 mM). A coluna foi operada a 60ºC e a pressão do 
sistema foi de aproximadamente 67 bar. A temperatura do auto injetor automático foi mantida 
a 8ºC e o volume de injeção 20 µL. Tempo de retenção típico foi de aproximadamente 2,5 min 
para 3⍺-hidroxitibolona (analito) e 3⍺-hidroxitibolona-d5 (padrão interno)  - (2,66 ± 0,3 e 
2,63 ± 0,3 respectivamente) - e o tempo total de execução foi de 3,75 min. A taxa de fluxo 
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total foi dividida em uma relação 2:3 (foram dirigidos para a fonte de ESI no máximo 770 
mL/min). O smooth factor de 5 foi padronizado para ambos analitos e padrão interno. Todos 
os cromatogramas foram integrados no modo automático pelo software Analyst® versão 1.4.1 
(Applied Biosystems, E.U.A.). 
3.4.2.5 Condições de espectrometria de massa 
 A MS foi realizada em um Espectrômetro de Massas API 4000® - modelo 
API4000/J3540205 -  (Sciex/Applied/Biosystems,Canadá) equipado com uma fonte de ESI 
(Sciex/Applied/Biosystems, Canada mod. 1544040810),  usando uma corrida fluxo cruzado 
com eletrodo contador no modo de íon positivo com o sistema de  Monitoramento de Reações 
Múltiplas (MRM). O Espectrômetro de Massas foi programado da seguinte forma: 332,2 > 
297,2 e 337,4 > 302,4 para 3⍺-hidroxitibolona e padrão interno como precursor de íons e os 
respectivos íons produtos (m/z). As vias de fragmentação propostas são apresentados nas 
Figuras 9 e 10.  
2.2.3. Selectivity and sensitivity
Blank normal plasma (n ¼ 4), blank lipemic plasma (n ¼ 2) and
blank hemolyzed plasma (n ¼ 2) samples from different donors
were run during the pre-study validation to evaluate selectivity. No
Fig. 1. Proposed pathway for the fragmentation of 3a-hydroxytibolone (analyte).
Fig. 2. Proposed pathway for the fragmentation of 3a-hydroxytibolone-d5 (internal standard).
Fig. 3. Full scan mass spectra of 3a-hydroxytibolone (analyte).
L.A. Portela et al. / Analytical Chemistry Research 8 (2016) 16e2518
Figura 9 - Via para a fragmentação da 3⍺-hidroxitibolona (analito) 
332,2
2.2.3. Selectivity and sensitivity
Blank normal plasma (n ¼ 4), blank lipemic plasma (n ¼ 2) and
blank hemolyzed plasma (n ¼ 2) samples from different donors
were run during the pre-study validation to evaluate selectivity. No
Fig. 1. Proposed pathway for the fragmentation of 3a-hydroxytibolone (analyte).
Fig. 2. Proposed pathway for the fragmentation of 3a-hydroxytibolone-d5 (internal standard).
Fig. 3. Full scan mass spectra of 3a-hydroxytibolone (analyte).
L.A. Portela et al. / Analytical Chemistry Research 8 (2016) 16e2518
Figura 10 - Via para a fragmentação da 3⍺-hidroxitibolona-d5 (padrão interno) 
337,4
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 Os Espectrogramas para 3⍺-hidroxitibolona e padrão interno são ilustradas nas 
Figuras 11 e 12, respectivamente. A temperatura da fonte foi ajustada a 600ºC e a tensão 
ionspray a 5,0 kV.  O tempo de permanência e os parâmetros otimizados de potencial   de 
separação de moléculas, energia de colisão e potencial saída de colisão para analito e padrão 
interno foram 0,4 s, 46V, 12eV e 18V, respectivamente. Os dados foram adquiridos pela 
versão de software Analyst® 1.4.1 (Applied Biosystems, EUA). 
2.2.3. Selectivity and sensitivity
Blank normal plasma (n ¼ 4), blank lipemic plasma (n ¼ 2) and
blank hemolyzed plasma (n ¼ 2) samples from different donors
were run during the pre-study validation to evaluate selectivity. No
Fig. 1. Proposed pathway for the fragmentation of 3a-hydroxytibolone (analyte).
Fig. 2. Proposed pathway for the fragmentation of 3a-hydroxytibolone-d5 (internal standard).
Fig. 3. Full scan mass spectra of 3a-hydroxytibolone (analyte).
L.A. Portela et al. / Analytical Chemistry Research 8 (2016) 16e2518
Figura 11 - Varredura completa do espectro da 3⍺-hidroxitibolona
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3.4.3 Validação do Método Analítico 
 Os métodos analíticos utilizados para a quantificação da tibolona em amostras de 
plasma humano, utilizando a técnica de HPLC-ESI-MS/MS, foram validados de acordo com a 
RDC 27, de 17 de maio de 2012110. A confiabilidade de um método bioanalítico para 
aplicação em um estudo de bioequivalência é realizada através de sua validação onde são 
avaliados: sensibilidade, especificidade, reprodutibilidade, precisão, linearidade, estabilidade 
dos compostos e soluções: 
3.4.3.1 Sensibilidade  
 Avaliada pelo Limite Inferior de Quantificação do método (LIQ). O LIQ é 
definido como menor concentração do analito na curva de calibração preparada na matriz110. 
É aceito se forem satisfeitos os seguintes critérios: a) Ausência de interferência ou resposta 
peaks at the retention times of the analyte and I.S were expected.
The LOQ validated was the lowest concentration at which both the
accuracy and precisionwere less than 20% and the analyte response
was at least 5 times the baseline noise.
2.2.4. Carry-over and matrix effect
Blank normal plasma samples (n¼ 2) were run after an injection
of a QCH sample to evaluate carry-over. Carry over must be less
than 20% and 5% of the LOQ of the analyte and I.S., respectively. QCL
and QCH samples made from normal plasma (n ¼ 12 for each
concentration), lipemic plasma (n ¼ 6 for each concentration) and
hemolyzed plasma (n ¼ 6 for each concentration) were run to
evaluate matrix effect. Then, a factor matrix standard (FMS) was
obtained for each sample according to the following formula:
FMS ¼ (response of analyte in matrix/response of internal standard
in matrix)/(response of analyte in solution/response of internal
stand rd in solution). The precision of FMS must be less than 15%.
2.2.5. Stability
QCL (n ¼ 3) and QCH (n ¼ 3) samples were subjected to three
freeze-and-thaw cycles (from "20 #C to room temperature), short-
term (6:15 h at room temperature), long-term (thawed and
extracted to be tested after 186 days) and autosampler (63:30 h at
8 #C) stability tests. Subsequently, the analyte concentrations were
measured in comparison with freshly prepared samples (n ¼ 3 for
each concentration) to obtain accuracy and precision.
2.3. Bioequivalence study
2.3.1. Clinical protocol
The present method was used in a bioequivalence assay be-
tween two different tibolone oral formulations: Livolon (1.25 mg
tablet) provided by Biolab Sanus Farmace^utica (Brazil), as the test
formulation, and Libiam™ (1.25 mg tablet) produced by Libbs
Farmace^utica (Brazil), as the reference formulation. Forty-eight
postmenopausal female volunteers aged between 46 and 60 y ars
old and within 15% of the ideal body weight were selected for the
study. All volunteers were drug-free and healthy as assessed by
general physical examination, electrocardiogram and laboratory
tests (biochemical, hematological, serological and routine urinaly-
sis). All subjects provided written informed consent and the study
was conducted in accordance to the provisions of the Declaration of
Helsinki (1964) evisions [6].
The study was conducted in an open, randomized, two-period
crossover balanced design with a 2 week washout interval be-
tween the doses. During each period (approximately 36 h), the
volunteers were hospitalized at 6:00 p.m. having a standard eve-
ning meal between 7:00 and 9:00 p.m. After an overnight fast they
received at 7:00 a.m. a single 3.75 mg dose (3 tablets of 1.25 mg) of
either formulation with 200 mL of water. All volunteers were then
fasted for 2 h following the drug administration after which a
standard breakfast was consumed. A standard lunch and an eve-
ning meal were provided throughout the day. No other foods were
permitted during the in-house period. Signs, symptoms, arterial
pressure, heart rate and temperature were recorded just before and
every 4 h after drug administration. Blood samples (8 mL) from a
Fig. 4. Full scan mass spectra of 3a-hydroxytibolone-d5 (internal standard).
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Figura 12 - Varredura completa do espectr  da 3⍺-hidroxitibolona-d5
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cinco vezes maior que qualquer interferência existente em brancos nos tempos de retenção em 
uso; b) Curva do analito contendo pico identificável, com uma precisão de 20%, calculada 
pelo coeficiente de variabilidade do valor quantificado para cinco alíquotas provenientes de 
um mesmo controle padrão, bem como da correspondente duplicata da curva de calibração em 
uso. c) Acurácia de 80% a 120% do valor nominal da concentração do controle padrão 
utilizado, bem como da correspondente duplicata da curva de calibração em uso. 
3.4.3.2 Especificidade 
 Capacidade do método em não apresentar interferência na resposta do analito, seja 
qual for a fonte. Foram utilizados quatro amostras de plasma de diferentes indivíduos, um 
plasma hiperlipêmico (amostra com alto teor de lipídeos) e um plasma hemolizado (amostra 
biológica contendo hemácias lisadas). A especificidade é comprovada pela constatação de 
ausência de interferência no tempo de retenção da droga, metabólitos ou padrão interno, na 
comparação dos cromatogramas com aquele produzido pela análise de uma solução aquosa do 
medicamento em análise em concentração semelhante ao limite de quantificação do método. 
 Amostras de plasma normal branco (n = 4), em plasma lipêmicos branco (n =2) e 
em plasma hemolizado branco (n = 2) de diferentes doadores foram executados durante a 
validação pré-estudo para avaliar a especificidade. Nenhum dos picos nos tempos de retenção 
do analito e padrão interno foram esperados. O LIQ validado foi a concentração mais baixa 
em que tanto a especificidade e acurácia foram inferiores a 20% e a resposta de analito foi de 
pelo menos 5 vezes o ruído de linha de base. 
3.4.3.3 Reprodutibilidade  
 Realizada através da determinação da precisão e acurácia de três lotes 
provenientes de matrizes biológicas distintas.  
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3.4.3.4 Acurácia e Precisão  
 A acurácia é o grau de concordância entre os resultados individuais e o valor 
tomado como referência. A precisão é definida como o grau de reprodutibilidade com os 
mesmos resultados de análises individuais, aplicadas diversas vezes em uma mesma amostra 
homogênea. São determinados a partir da quantificação de pelo menos três concentrações 
padrão distintas: controles de qualidade CQA, CQB, CQD e CQM110.  
  CQA: amostra de controle de qualidade de alta concentração: amostra de matriz 
adicionada do analito em concentração entre 75 (setenta e cinco) e 85% (oitenta e cinco por 
cento) da maior concentração da curva de calibração. 
 CQB: amostra de controle de qualidade de baixa concentração: amostra de matriz 
adicionada do analito em concentração até 3 (três) vezes o limite inferior de quantificação do 
método (LIQ). 
 CQD: amostra de controle de qualidade de diluição: amostra de matriz adicionada 
do analito em concentração acima da maior concentração da curva de calibração (LSQ), 
analisada por meio de procedimento e proporção de diluição pré-definidos e especificados 
pelo laboratório bioanalítico. 
 CQM: amostra de controle de qualidade de média concentração: amostra de 
matriz adicionada do analito em concentração próxima à média entre os limites inferior e 
superior de quantificação. 
 No presente estudo, as amostras de QC foram utilizados para avaliar a exatidão e 
precisão do método. A acurácia foi definida como  a percentagem de erro relativo, 
RE(%)=(E-T) (100/T) , e precisão como o desvio padrão relativo, o RSD (%) = 100 (SD/M) , 
onde M é a média, SD é o desvio padrão de M, E é a concentração determinada 
experimentalmente e T é a concentração teórica. A acurácia deve estar entre 85 e 115% da 
concentração nominal e precisão deve ser inferior a 15% (excepto para LIQ). 
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3.4.3.5 Linearidade  
 Possibilidade do método fornecer resultados proporcionais à concentração do 
analito. É avaliada através da linearidade da curva de calibração empregada. E esta é aprovada 
se forem satisfeitos os seguintes critérios: 1) quatro de seis padrões de cada concentração 
nominal (no mínimo) com desvio menor do que 15% da concentração nominal em pelo menos 
uma das duplicatas (incluindo o padrão correspondente ao LIQ e o padrão de maior 
concentração)  2) Coeficiente de correlação da curva igual ou maior que 0.98.   
 Para o presente estudo, uma regressão linear com método dos quadrados mínimos 
e um índice de peso de 1/x foi realizada sobre as razões da área de pico da 3⍺-hidroxitibolona 
e padrão interno versus concentrações de 3⍺-hidroxitibolona em oito padrões de calibração de 
plasma (1, 2, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 ng/mL) em duplicata, para gerar as curvas de calibração. 
Além disso, uma amostra de branco de plasma e uma amostra de plasma branco (espiculada 
apenas com o padrão interno) foram realizados em duplicata para assegurar a ausência de 
interferências. O coeficiente de correlação deve ser maior do que 0,98. 
3.4.3.6 Estabilidade dos compostos 
 Avaliada através do tempo necessário para preparação das amostras, bem como 
das temperaturas de armazenamento usualmente empregadas. Para sua realização são 
utilizadas duas concentrações distintas das drogas a serem dosadas, cujas amostras são 
submetidas aos testes abaixo listados: 
   * Estabilidade no auto injetor: Determina a estabilidade da droga e do 
padrão interno em fase móvel, na temperatura encontrada no auto injetor, por período de 
tempo igual ou superior a uma corrida analítica. 
   * Ciclos de congelamento e descongelamento: Determina a estabilidade 
da droga em plasma após três ciclos de congelamento por vinte e quatro horas e 
descongelamento em temperatura ambiente. 
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   * Estabilidade de curta duração em temperatura ambiente: Determina a 
estabilidade da droga em plasma em temperatura ambiente, por período de tempo igual ou 
superior ao necessário para o preparo de amostras para uma corrida analítica. 
   * Estabilidade de longa duração: Determina a estabilidade da droga em 
plasma, na temperatura de congelamento das amostras, por período de tempo igual ou 
superior ao primeiro dia de coleta de amostras e o dia da análise da última amostra. 
   * Estabilidade das soluções de trabalho: Determina a estabilidade da 
droga e do padrão interno a partir das soluções de trabalho preparadas, na temperatura em que 
são armazenadas, e por período de tempo equivalente à sua utilização durante a condução do 
estudo. 
 A corrida analítica consistiu na curva de calibração, controle de qualidade e 
quantificação do analito nas amostras coletadas. O coeficiente de variação máximo permitido 
para os CQs foi de 15%, podendo haver duas rejeições por corrida analítica, desde que não 
fosse da mesma concentração. Para o LIQ, o coeficiente de variação máximo permitido foi de 
20%. Para a curva de calibração, pelo menos cinco a sete concentrações, deveriam apresentar 
coeficiente de variação de, no máximo, 15% (desde que não fosse a menor e/ou maior 
concentração). Para a menor concentração da curva de calibração, o coeficiente de variação 
não pôde exceder 20%. 
3.4.3.7 Transferência e efeito matriz 
 Amostras de plasma normal branco (n = 2) foram executados após uma injecção 
de uma amostra CQA para avaliar a transferência. A transferência deve ser inferior a 20% e 
5% do LIQ do analito e padrão interno, respectivamente. Amostras CQB e CQA feitos a partir 
de plasma normal (N = 12 para cada concentração), plasma lipêmico (n = 6 para cada 
concentração) e de plasma hemolisado (n = 6 para cada concentração) foram executados para 
avaliar o efeito da matriz. Após, um padrão de matriz de fatores (FMS) foi obtido para cada 
amostra de acordo com a seguinte fórmula: FMS = (resposta de analito / resposta do padrão 
interno na matriz) / (resposta de analito na solução / resposta do padrão interno em solução). 
A precisão de FMS deve ser inferior a 15%. 
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3.4.3.8 Estabilidade 
 As amostras QCL (N = 3) e CQA (n = 3) foram sujeitas a testes de estabilidade: a) 
três ciclos de congelamento-descongelamento (de -20ºC até à temperatura ambiente), b) de 
curto prazo (6:15 h à temperatura ambiente), c) a longo prazo (descongelados e extraído para 
ser testado após 186 dias) e d) auto-amostrador (63:30h a 8ºC). Subsequentemente, as 
concentrações de analito foram medidas em comparação com amostras frescas preparadas (n 
= 3 para cada concentração) para se obter acurácia e precisão. 
3.4.4 Estudo de Bioequivalência da Tibolona 
 Após a validação do método, o estudo de bioequivalência entre as duas 
formulações de tibolona foi realizado utilizando-se o mesmo método descrito nos ítens 3.4.2.1 
a 3.4.2.5 em termos de uso de reagentes, instrumentos, equipamentos e padrões; Calibração, 
soluções padrão; preparo das amostras e condições da Cromatografia Líquida e da 
Espectrometria de Massas. A descrição dos materiais de consumo utilizados no laboratório 
está descrito no Quadro 9. 
 A análise farmacocinética foi realizada com o apoio dos seguintes aplicativos 
eletrônicos: Microsoft Excel Version 7.0; WinNonLin Professional Edition, Versão 5.0; e 
Graph Pad Prism Version 3.02. 
A documentação relativa à análise contém, para cada voluntário, um gráfico com 
ambas as formulações, relacionando concentração individual x tempo, em escala linear, em 
conjunto com os parâmetros farmacocinéticos. 
Foi produzido, também, um gráfico das médias das concentrações x tempo, em 
escala linear, para ambas as formulações, juntamente com uma tabela contendo a média e 
desvio padrão (ou mediana e valores min/máx quando apropriado), relativo aos parâmetros 
farmacocinéticos relevantes.  
 O tratamento dos parâmetros farmacocinéticos incluiu, pelo menos: 
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ASC0-t - Área sob a curva de concentração da droga versus tempo do tempo 0 (zero) ao tempo 
da última concentração acima do Limite de Quantificação (LIQ), calculada pelo método 
linear-log trapezoidal  
ASC0-inf - Área sob a curva de concentração da droga versus tempo do tempo 0 
(zero) ,extrapolada ao infinito, calculada pelo método linear-log trapezoidal. ASC0-inf = ASC0-t 
+ Ct/Ke, onde Ct é a última concentração quantificável; 
Ke - Constante de taxa de eliminação terminal determinada por análise de regressão log-linear 
t1/2 - Meia-vida terminal, t1/2 = ln(2) / λ 
Valores de Ke, t1/2 e ASC0-inf não foram reportados para os casos que não apresentarem 
regressão linear. 
Cmax - Maior concentração alcançada, com base nos dados experimentais 
tmax - Tempo no qual ocorreu o Cmax  
 
 
Materiais Fabricante / País
Pipetas ajustáveis (P200, P1000 and P10000) Gilson, França
Ponteiras Plásticas para Pipetas Ajustáveis Ponteira 
Amarela (capacidade 5 - 200 µL) Ponteira Azul 
(capacidade 200 - 1000 µL)
Gilson, França
Tubos de ensaio de vidro 120 x 12 mm Laborglass, Brasil
Eppendorf repeatiug pipette Eppendorf, USA
Tubos Plásticos com capacidade de 15 e 50 mL Costar, Brasil
Tubos teste de vidro descartáveis 75 x 12 mm Costar, Brasil
Placa de PCR Axygen, USA
Vortex mixer Fischer, USA
Balança Analítica AND, Japão
Quadro 9 - Materiais utilizados na análise da tibolona
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 3.4.4.1 Parâmetros Validados, Condições Gerais e Parâmetros de detecção 
 Os parâmetros validados do método analítico estão descritos no Quadro 10, as 
condições gerais cromatográficas estão resumidas no Quadro 11 e os parâmetros de detecção 
de analito e padrão interno foram descritos no Quadro 12. 
 
Quadro 10 - Resumo dos Parâmetros validados
Parâmetros Validados
Técnica Analítica LC-MS/MS
Tipo de Extração Líquido - Líquido
Matriz Biológica Plasma humano
Tipo de ionização Electrospray positivo
Método de detecção MRM
Limite de Quantificação (LIQ) 1 ng/mL
Faixa de Linearidade 1 - 100 ng/mL
Tipo de equação y = x + bx (1x weighted)
CQB 3 ng/mL
CQM1 5 ng/mL
CQM2 30 ng/mL
CQA 75 ng/mL
CQD 150 ng/mL
Estabilidade pós-processamento 63 horas e 30 min
Estabilidade de congelamento e descongelamento 3 ciclos
Estabilidade a curto prazo 6 horas e 15 min
Estabilidade de longa duração 186 dias
Estabilidade de Master Solution do analito à 4ºC 10 dias
Estabilidade de Master Solution do analito à temperatura 
ambiente 6 horas
Estabilidade de Solução de Trabalho do analito a 4ºC 10 dias
Estabilidade de Solução de Trabalho do analito à temperatura 
ambiente 6 horas
"78
 
 
 
Quadro 12 - Parâmetros de detecção validados para a análise de analito e padrão interno
Parâmetros Individuais
Composto 3⍺-hidroxitibolona 3⍺-hidroxitibolona-d5
Transição 332.2 >297.2 337.2 > 302.1 
Tempo de Retenção Típico (min) 2.66 ± 0.3 2.63 ± 0.3 
Tempo (msec) 400 400
Declustering Potential (DP) 46 46
Declustering Potential (DP) 12 12
Collision Cell Exit Potential 
(CXP ) 18 18
Parâmetros Gerais
Fase Móvel Acetonitrila / Água (60/40; v/v) + 2uM NaOH 
Coluna Analítica
Phenomenex Gemini-NX C18, 5u 110A 150mm ID:4.6mm SN:
560249-2 GRU2011-001 
Temperatura do auto-injetor 8ºC 
Fluxo 1150 µL/min 
Pressão contrária 67 bar 
Temperatura da coluna 60ºC 
Volume de injeção 20 µL 
Quadro 11 - Descrição das condições cromatográficas na análise da tibolona
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3.4.5 Manuseio dos dados bioanalíticos e documentação 
Todos os valores mensurados foram apresentados em planilhas Microsoft Excel® 
e impressos com cópia de segurança em arquivos eletrônicos, de forma que permita a 
identificação retrospectiva dos valores individuais mensurados e identificação de valores 
integrados automaticamente e, manualmente. Nos casos em que tenha sido realizada re-
integração manual para determinação dos valores, os valores originais, obtidos através da 
integração automática, foram documentados nos arquivos do laboratório analítico. O tipo e a 
programação do software de integração utilizado foi, também,  documentado pelo laboratório 
analítico. 
3.5 Etapa Estatística 
 A bioequivalência entre as duas formulações de tibolona foi avaliada pelo cálculo 
das razões de teste/referência individuais para: Concentração Plasmática Máxima (Cmax); 
Área Sob a Curva (ASC);  Área Sob a Curva de concentração plasmática do medicamento 
desde o instante inicial até o último tempo quantificável (ASC0-t); Área Sob a Curva de 
concentração plasmática do medicamento desde o instante inicial até o tempo relativo à 
completa eliminação do fármaco (ASC0-inf). A Cmax é o tempo necessário para atingir essa 
concentração (tmax) foram obtidos diretamente das curvas. A ASC0-t foi calculado pela 
aplicação da regra trapezoidal linear. A constante de velocidade de eliminação terminal de 
primeira ordem (ke) foi estimada por regressão linear dos pontos que descrevem a fase de 
eliminação num gráfico log-linear e a meia vida (t1/2) foi obtido a partir deste constante de 
velocidade (t1/2 =Ln ln (2)/ke). A extrapolação desta área para o infinito (ASC0-inf) foi feito 
adicionando o valor Ct/ke para a (ASC0-t) calculada. As análises estatísticas foram conduzidas 
após transformação logarítmica, baseada em modelo aditivo, para todos os valores de ASC e 
Cmax , tmax , t1⁄2 , Ke não foram considerados estatisticamente. Foi empregada análise de 
variância apropriada para o modelo de 2 períodos cruzados, sob os dados de ASC e Cmax , 
transformados logaritimicamente, que levou em conta em seu modelo os efeitos de seqüência, 
voluntário dentro da seqüência, tratamento e período. 
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Os dados de ASC e de Cmax , para as duas formulações de tibolona, foram 
analisados por teste ANOVA, para determinar se o Intervalo de Confiança (IC) de 90% das 
razões de teste/referência individuais estava dentro do intervalo de 80-125%, que é indicativo 
de bioequivalência (segundo RE 1170 de 19 de ABRIL de 2006 da Agência Nacional de 
Vigilância Sanitária94).  A verificação de existência de efeito residual foi realizada com base 
nos testes de seqüencia da ANOVA, utilizando-se como parâmetro o valor de P obtido. 
Quanto aos diferentes parâmetros de ASC, para efeito de decisão de bioequivalência, no 
relatório final, a análise considerou como variável alvo a ASC0-t , desde que a parte avaliada 
seja superior a 80% da ASC0-inf em pelo menos 90% dos voluntários. O efeito de sequência 
será avaliado com significância de p < ou = 0.10. Todos os demais efeitos serão avaliados 
com significância de p < ou = 0.05 
A entrada de dados e seu processamento inicial foi feita através de arquivos MS 
Excel, com base nos dados derivados dos equipamentos de análise. Os dados brutos, bem 
como os resultados das avaliações farmacocinéticas e estatísticas, ficaram disponíveis em 
papel e em meio eletrônico. A análise utilizou-se do emprego dos seguintes softwares: 
WinNonLin Professional Edition, Versão 5.0 ou posterior, por Jerman P Wijnand; Microsoft 
Excel Versão 7.0 ou posterior e Graph Pad Prism Versão 3.02.
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4 RESULTADOS 
4.1 Estudo de Bioequivalência 
4.1.1 Análise descritiva 
 A seleção inicial foi feita de maneira a conter 48 voluntárias que satisfaziam os 
critérios de inclusão e exclusão e, apresentavam a avaliação clínica e laboratorial normal. A 
história clínica e exame físico iniciais de cada voluntária estão descritos no Apêndice 3. Um 
total de 46 voluntárias concluíram o estudo: duas voluntárias desistiram do estudo por razões 
pessoais, uma antes do início do estudo e outra durante a segunda internação.  
 A idade variou entre 46 e 60 anos (mediana de 53,7 anos). A variação de peso foi 
de 46 a 84 kg (média 63,6 kg) e a variação de altura de 1,46  a 1,73 m (média 1,57 m).  O 
IMC variou entre 20,4 e 29,97 (média 26,08). Os dados antropométricos de cada voluntária 
estão descritos no Apêndice 4. 
 Os períodos de internação de cada voluntária foram de, em média, 37 horas. Os 
detalhes dos períodos estão expressos no Quadro 13.  
 Não houveram divergências de horários das coletas de amostras pré-medicação. 
Da mesma maneira, não houveram atrasos na administração das formulações (Apêndice 5). 
Quadro 13 - Descritivo das internações
Voluntários Período Data internação Hora Data Alta Hora
1 ao 24 1 25/08/2015 ~ 18:00 27/08/2015 ~ 7:00
25 ao 48 1 04/09/2015 ~ 18:00 06/09/2015 ~ 7:00
1 ao 24 2 08/09/2015 ~ 18:00 10/09/2015 ~ 7:00
25 ao 48 2 18/09/2015 ~ 18:00 20/09/2015 ~ 7:00
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4.1.2 Segurança e Tolerância 
  A tolerância de ambas as formulações de tibolona durante o estudo de 
bioequivalência foi boa: não houveram eventos graves em todos os períodos de observação 
pós-administração da tibolona e ocorreram 24 eventos adversos durante o período de 
observação, todos classificados como não sérios pelo médico assistente. Destes, 21 (87,5%) 
foram considerados como possivelmente relacionados ao início da terapia, e, 3 (12,5%) não 
relacionados à terapia, como  evidenciado na Figura 13. A contagem dos eventos adversos 
estão descritos na Figura 14. Todos eventos adversos foram leves e bem tolerados e as 
voluntárias receberam tratamento com resolução sintomática. Não houve diferença estatística 
na proporção de eventos adversos entre as formulações teste e referência (p>0,05) (Figura 
15). Os relatos dos eventos adversos estão descritos no Apêndice 6.  
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Figura 14 - Tipos de efeitos adversos leves
12,5%87,5%
Possivelmente relacionado à terapia Não relacionado à terapia
Figura 13 - Relação dos eventos adversos com a terapia
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 O exame físico geral, eletrocardiograma e exames laboratoriais foram repetidos ao 
final do estudo, demonstrando segurança do estudo de bioequivalência: os resultados não 
mostraram alterações estatisticamente significativas (p>0,05), com exceção da dosagem de 
hemoglobina e hematócrito, possivelmente relacionada às coletas realizadas para a análise. A 
queda dos valores de hemoglobina pré e pós-estudo foi em média de 1 g/dl. Nenhuma 
voluntária apresentou valor de hemoglobina pós-estudo abaixo de 11,5 não necessitando, 
portanto, de terapia para anemia. 
4.1.3 Parâmetros farmacocinéticos  
 As concentrações plasmáticas do analito (3⍺-hidroxitibolona) foram dosadas nos 
tempos de 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.33, 2.67, 3, 3.33, 3.67, 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 8, 10, 
12, 14, 16, 18, 24 horas após a administração da medicação. O Apêndice 7 mostra os tempos 
de coletas utilizados e volumes utilizados. As concentrações plasmáticas individuais do 
produto teste e referência encontradas para cada tempo e cada voluntária estão discriminadas 
no Apêndice 8. 
 O Cmax médio encontrado para a formulação teste foi de 17,57 ng/mL, enquanto 
para a formulação referência, 16,91ng/mL. O tmax médio encontrado para a formulação teste 
foi de 1,48 h, enquanto para a formulação referência, 1,61 h. A meia vida de eliminação para a 
43%57%
teste referência
Figura 15 - Ocorrência de efeitos adversos entre as formulações
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formulação teste e referência foram próximos: 5,94 e 5,4 h, respectivamente. Todos os 
parâmetros farmacocinéticos calculados e encontrados após uma dose oral única (3,75 mg) de 
cada formulação de tibolona estão descritos na Tabela 1 em termos de média e variação. 
 
   
 O último tempo mensurado das concentrações plasmáticas médias da 3⍺-
hidroxitibolona foi após 24 horas da administração. As curvas das concentrações plasmáticas 
médias de 3⍺-hidroxitibolona nos perfis de tempo de cada formulação de tibolona são 
mostrados na Figura 16. 
Livolon® (teste) Libiam® 
(referência)Cmax (ng/mL)
Média 17,57 16,91
Variação 5,78 - 37,50 7,92 - 31,70
tmax (h)
Média 1,48 1,61
Variação 0,50 - 3,33 0,50 - 3,00
ASC0-t (ng.h/mL)
Média 56,92 57,84
Variação 24,18 - 101,01 19,64 - 93,79
ASC0-inf (ng.h/mL)
Média 66,95 67,60
Variação 27,87 - 114,98 22,12 - 110,38
Ke (h-1)
Média 0,14 0,15
Variação 0,06 - 0,59 0,07 - 0,64
t1/2 (h)
Média 5,94 5,40
Variação 1,17 - 12,04 1,09 - 9,35
Tabela 1 - Parâmetros farmacocinéticos de ambas as formulações de tibolona
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A análise estatística da razão teste/referência individual de Cmax, ASC0-t e ASC0-inf não 
demostrou diferença estatisticamente significante (p≤0,05), demonstrando bioequivalência 
entre as formulações. Estes dados estão descritos na Tabela 2. 
4.2 Validação do Método Analítico 
 Amostras de plasma normal branco, em branco plasma lipêmico e plasma 
hemolisadas em branco foram executados durante a validação pré-estudo e não houve 
interferências nos tempos de retenção do analito ou padrão interno. A Figura 17 mostra um 
cromatograma em plasma normal branco. O método utilizado foi o de regressão linear para 
concentrações de 3⍺-hidroxitibolona de 1 a 100 ng/mL (coeficiente de correlação variou 
MS/MS methods employed for the determination of 3a-hydrox-
ytibolone so far [20e23]. In contrast to our method, all the liquid
chromatographic techniques mentioned employed p-toluene-
sulfonyl isocyanate derivatization to enhance the ionization process
because the ionization efficiencies of most steroids are relatively
low due to their apolar structure [24,25]. Previous attempts to
develop LC-MS or LC-MS/MS assays for 3a-hydroxytibolone quan-
tification without derivatization shown practically no response in
negative ionization mode and low in positive ionization mode us-
ing either atmospheric pressure chemical ionization or electrospray
ionization [20,23].
Despite their apolar structure, steroids can sometimes be
ionized with different ionization techniques using the adduct for-
mation approach [26,27]; the analyte (3a-hydroxytibolone) and I.S.
(3a-hydroxytibolone-d5) were detected mainly as ammonium ad-
ducts [MþNH4]þ (m/z 332.2 andm/z 337.4, respectively) that were
Fig. 7. Carry-over evaluation: chromatogram at blank normal plasma run after an injection of a high concentration quality control (QCH) sample (top channel: 3a-hydroxytibolone/
bottom channel: internal standard).
Table 2
Pharmacokinetic parameters after the administration of both tibolone formulations.
Libiam™ Livolon
Cmax (ng/mL)
Mean 16.91 17.57
Range 7.92e31.70 5.78e37.50
Tmax (h)
Mean 1.61 1.48
Range 0.50e3.00 0.50e3.33
AUC(0-last) (ng.h/mL)
Mean 57.84 56.92
Range 19.64e93.79 24.18e101.01
AUC(0-inf) (ng.h/mL)
Mean 67.60 66.95
Range 22.12e110.38 27.87e114.98
ke (h"1)
Mean 0.15 0.14
Range 0.07e0.64 0.06e0.59
t1/2 (h)
Mean 5.40 5.94
Range 1.09e9.35 1.17e12.04
Fig. 8. 3a-hydroxytibolone plasma mean concentrations versus time profiles of each
tibolone formulation.
Table 3
Summary of statistical analysis of Cmax, AUC(0-last) and AUC(0-inf) individual test/
reference ratios.
Ratio (%) 90% CI lower limit 90% CI upper limit
Cmax 104.26 97.48 111.51
AUC(0elast) 99.20 95.35 103.20
AUC(0einf) 100.07 96.42 103.86
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Figura 16 - Concentrações plasmáticas médias de 3⍺-hidroxitibolona em ambas as formulações
n Razão (%) IC 90% (limite inferior) IC 90% (limite superior) Poder %
Cmax 46 104,26408 97,486573 111,51277 0,9998
ASC0-t 46 99,20272 95,356342 103,20425 1,0000
ASC0-inf 46 100,07864 96,427912 103,86758 1,0000
Tabela 2 - Análise estatística da razão teste / referência individual
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0,9991-0,9994). A acurácia e precisão das amostras de QC intra e inter-lote e precisão da 
validação pré-estudo estão resumidos na Tabela 3 . O LIQ foi validado em 1 ng/mL. 
 
  
Tabela 3 - Acurácia e precisão das amostras do controle de qualidade 
n=7 para cada concentração / 3 lotes. *diluído em plasma branco (1:1) para análise
Concentração nominal ng/mL
1 3 5 30 75 150*
Intra lote (n=7)
Média 1,04 3,30 5,43 31,90 79,40 79,20
Variação 0,80-1,24 4,85-5,82 4,85-5,82 31,3-32,60 77,30-83,00 76,50-82,80
Acurácia (%) 104,40 108,50 108,50 106,20 105,90 105,60
Precisão (%) 13,20 7,50 7,50 1,60 2,60 3,00
Inter lote (n=21)
Média 0,97 5,07 5,07 30,50 76,30 75,10
Variação 0,70 - 1,26 4,51-5,82 4,51-5,82 27,30-32,60 69,10-83,00 69,00-82,80
Acurácia (%) 97,9 101,30 101,30 101,80 101,70 100,01
Precisão (%) 14,70 8,20 8,20 5,50 4,90 5,20
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 A Figura 18 mostra um cromatograma no LIQ. Embora uma mistura de 3alfa- e 
3beta- hidroxitibolona-d5 foi utilizado como padrão interno, estes metabólitos têm diferentes 
propriedades químicas e físicas, uma vez que são diasterômeros25. Na cromatografia de fase 
reversa, a 3⍺-hidroxitibolona-d5 é mais polar112, eluindo mais cedo (tempo de retenção em 
2,51min) do que 3beta-hidroxitibolona-D5 (tempo de retenção de 2,86 min). Com efeito, no 
canal de analito, o primeiro pico estava presente na maioria das amostras, enquanto que o pico 
tardio só apareceu perto do tmax, indicando que o primeiro pico é relativa a 3⍺-
hidroxitibolona, o qual foi classificado como o metabólito circulante predominante de 
tibolona16,25,97. 
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 Na transferência de avaliação mostrada há picos de analito ou padrão interno nos 
cromatogramas de amostras de plasma normal branc,o executados depois de uma injeção de 
uma amostra CQA (Figura 19). Não se observou efeito significativo da matriz (Coeficiente de 
variação do padrão de matriz de fatores - FMS foi de 4% - dados não mostrados). Os testes de 
estabilidade indicaram nenhuma degradação significativa das amostras de CQ (precisão entre 
85 e 115% da concentração nominal e precisão inferior a 15% - dados não mostrados). 
 
MS/MS methods employed for the determination of 3a-hydrox-
ytibolone so far [20e23]. In contrast to our method, all the liquid
chromatographic techniques mentioned employed p-toluene-
sulfonyl isocyanate derivatization to enhance the ionization process
because the ionization efficiencies of most steroids are relatively
low due to their apolar structure [24,25]. Previous attempts to
develop LC-MS or LC-MS/MS assays for 3a-hydroxytibolone quan-
tification without derivatization shown practically no response in
negative ionization mode and low in positive ionization mode us-
ing either atmospheric pressure chemical ionization or electrospray
ionization [20,23].
Despite their apolar structure, steroids can sometimes be
ionized with different ionization techniques using the adduct for-
mation approach [26,27]; the analyte (3a-hydroxytibolone) and I.S.
(3a-hydroxytibolone-d5) were detected mainly as ammonium ad-
ducts [MþNH4]þ (m/z 332.2 andm/z 337.4, respectively) that were
Fig. 7. Carry-over evaluation: chromatogram at blank normal plasma run after an injection of a high concentration quality control (QCH) sample (top channel: 3a-hydroxytibolone/
bottom channel: internal standard).
Table 2
Pharmacokinetic parameters after the administration of both tibolone formulations.
Libiam™ Livolon
Cmax (ng/mL)
Mean 16.91 17.57
Range 7.92e31.70 5.78e37.50
Tmax (h)
Mean 1.61 1.48
Range 0.50e3.00 0.50e3.33
AUC(0-last) (ng.h/mL)
Mean 57.84 56.92
Range 19.64e93.79 24.18e101.01
AUC(0-inf) (ng.h/mL)
Mean 67.60 66.95
Range 22.12e110.38 27.87e114.98
ke (h"1)
Mean 0.15 0.14
Range 0.07e0.64 0.06e0.59
t1/2 (h)
Mean 5.40 5.94
Range 1.09e9.35 1.17e12.04
Fig. 8. 3a-hydroxytibolone plasma mean concentrations versus time profiles of each
tibolone formulation.
Table 3
Summary of statistical analysis of Cmax, AUC(0-last) and AUC(0-inf) individual test/
reference ratios.
Ratio (%) 90% CI lower limit 90% CI upper limit
Cmax 104.26 97.48 111.51
AUC(0elast) 99.20 95.35 103.20
AUC(0einf) 100.07 96.42 103.86
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Figura 19 - Evolução da transferência: cromatograma do plasma normal branco executado após uma 
injeção de amostra de controle de qualidade de alta concentração (CQA); Canal superior 3⍺-
hidroxitibolona; canal inferior: padrão interno
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5 DISCUSSÃO  
 O climatério é uma fase biológica que determina a transição do período 
reprodutivo da mulher, podendo ser definido como um conjunto de sintomas que ocorrem no 
período perimenopausa que podem tornar-se exacerbados, necessitando de intervenção 
médica4,7. A exacerbação dos sintomas do climatério é decorrente principalmente da queda de 
produção hormonal, em especial dos estrógenos. Assim, a terapia hormonal é uma alternativa 
para o controle dos sintomas, devendo ser individualizada e adaptada a cada caso7. As opções 
mais utilizadas são os estrogênios conjugados, 17-beta-estradiol, associados ou não à 
medroxiprogesterona, levonorgestrel, o raloxifeno e a tibolona em doses variadas. O uso de 
TH tradicional (com estrogênios ou combinados com progestágenos) é uma alternativa com 
implicações importantes quanto à efeitos adversos agudos ou crônicos6,7,9,12. A tibolona surge 
como importante alternativa neste contexto pelo seu metabolismo específico em cada tecido e 
melhor perfil de segurança14,61,73. Nos dias atuais, há uma clara tendência atual da expansão 
do uso consciente dos STEAR, classe à qual pertence a tibolona, em múltiplos consensos 
inter-especialidades4,9,80. A dose geralmente recomendada é a de 2,5mg ao dia, podendo ser 
utilizado também doses menores como 1,25mg81,82. Novas opções de formulação, formas de 
apresentação e associações, além da opção dos medicamentos genéricos no mercado 
beneficiam a população climatérica, promovendo saúde, de forma especial neste caso, através 
do auxílio no controle dos sintomas e riscos inerentes da baixa hormonal do climatério. Para a 
introdução de novas formulações ou apresentações há a obrigatoriedade da realização de 
estudos de bioequivalência, determinados pelas agências regulatórias governamentais: A 
legislação brasileira, através das Resoluções de Diretoria Colegiada da ANVISA, determina 
características específicas dos estudos para a avaliação de bioequivalência entre dois 
medicamentos administrados por uma mesma via91,92. No caso da tibolona, os estudos de 
bioequivalência visam a quantificação de seu principal metabólito, a 3⍺-hidroxitibolona83,84. 
Nos estudos de bioequivalência são utilizados frequentemente delineamentos de pesquisas 
cruzados, onde cada voluntária recebe mais de um tipo de formulação, respeitando-se o 
intervalo de eliminação do fármaco para garantir que as variabilidades metabólicas não 
interfiram nos resultados. O estudo atual foi desenvolvido em três etapas: Etapa Clínica 
(quando realizada a triagem de voluntárias  - geralmente sadias - que são submetidos a 
exames clínicos, comprovando a aptidão para o estudo); Etapa Analítica (momento onde é 
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realizada a quantificação do fármaco na matriz biológica utilizada  - plasma -  através de 
métodos previamente validados: Cromatografia Líquida e  Espectrometria de Massas) e Etapa 
Estatística (fase onde se calcula os parâmetros essenciais para estabelecimento da 
bioequivalência entre os medicamentos estudados, através dos resultados de Cmax , tmax , t1/2, 
ASC0-t e ASC0-inf 94).  
5.1 Farmacocinética da tibolona 
 Estudos pioneiros, como o publicado por Vos e colaboradores, sobre o 
metabolismo humano in vivo de tibolona foram baseadas em cromatografia líquida (LC), 
acoplado a detecção de radioatividade, descrevendo as vias de metabolização fase I (redução 
do grupo 3-queto, redução e hidroxilação de C2 e C7) e fase II (sulfatação de C3 e C17 dos 
grupos hidroxi)16.   
 Os estudos de farmacocinética para esteróides, utilizando-se da GC-MS, foram 
descritos, inicialmente em 1999, por Choi e colaboradores134,135.  Somente em 2002, 
iniciaram-se os estudos de farmacocinética da tibolona, em especial, uma série de estudos por 
Timmer e colaboradores, foram publicados, determinando a farmacocinética da tibolona 
utilizando a cromatografia à gás (GC), acoplada à Espectrometria de Massas com ionização 
química (GC-CI-MS). Nese estudo foi utilizado a a 3⍺-hidroxitibolona-D5 como padrão 
interno (LIQ: 0,1 ng/mL; tempo de retenção não relatado)24. Estes estudos evidenciam estado 
de equilíbrio em 5 dias após uso contínuo de três dosagens diferentes do fármaco (1,25 , 2,5 e 
5 mg). O t1/2 encontrado para a 3⍺-hidroxitibolona foi de 7,2 a 8,5 , cifras próximas do 
encontrado neste estudo. Foi possível obter a bioequivalência para as dosagens utilizadas com 
excessão da dosagem de 5mg113. Ao se estudar a influência da idade na farmacocinética foi 
observado que a mesma não exerce influência em nos parâmetros Cmax, tmax e t1/2 e AUC24. 
Outra publicação visou a estudar  influência da alimentação na farmacocinética da tibolona. 
Foi evidenciado que a taxa de absorção e a biodisponibilidade da 3⍺-hidroxitibolona foi 
maior quando a tibolona era administrada em jejum. AUC e t1/2 não foram afetados pelo 
consumo de alimentos. Os autores ressaltam ainda que tais achados não tem relevância clínica 
pela natureza de médio a longo prazo do tratamento com a tibolona115. No estudo atual, a 
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tibolona foi administrada em jejum de 8 horas, de forma padronizada, tanto para a formulação 
teste como para referência, evitando assim vieses. 
 Outro método de GC-MS de alta resolução com impacto de elétrons (GC-EI-
HRMS), foi desenvolvido por Son e colaboradores para o estudo da farmacologia da tibolona. 
O estudo envolveu 12 voluntárias sadias que receberam a administração de 2,5mg de tibolona 
oral. A etisterona foi empregado como padrão interno (LIQ: 0,02 ng/mL; tempo de retenção: 
aproximadamente 11 minutos)118. Os parâmetros farmacocinéticos médios encontrados foram 
Cmax 3,89 , tmax 1,83 e AUC0–12h 13,70. Um método GC-MS com 1,2-testosterona-D5, utilizado 
como padrão interno, foi desenvolvido por Kang (LIQ: 0,5 ng/mL; tempos de retenção não 
relatados) para a investigação de bioequivalência entre duas formulações orais de tibolona 
(2,5mg), administradas a 24 mulheres saudáveis, com dosagens plasmáticas por 24 horas. O 
Cmax encontrado foi de 5,0 e 5,2 para as formulações teste e referência, respectivamente, 
enquanto a AUC0-24h encontrada foi de 24,7 e 24,3 , cifras relativamente menores que o estudo 
atual119. Por fim, no estudo de Zuo, em 2005, ao estudar 20 voluntárias sadias, foram descritos 
valores comparáveis para tmax e t1/2 (1,43 e 7,45 h , respectivamente)122. 
 A maior parte dos métodos acima descritos empregam a GC com extração em fase 
sólida, e, todos utilizam da derivatização para aumentar a volatilidade dos compostos de 
interesse. 
5.2 Método Analítico  
 A Espectrometria de Massas acoplada a Cromatografia Líquida (LC-MS) 
tornaram-se as técnicas mais comuns empregadas, de 2005 em diante, para a quantificação de 
esteróides em matrizes biológicas, como uma alternativa para GC-MS, que tem limitações 
importantes como: tempo de corrida mais longo (fator não adequado para esteróides 
conjugados) e o fato de que alguns compostos podem decompor-se termicamente nesta 
técnica, sendo necessário o uso da  derivatização120,121. 
 Um total de 4 estudos, publicados de 2005 em diante, mostram o emprego da LC-
MS para a investigação da farmacocinética da tibolona. Eles diferem entre si em termos de 
dose de tibolona administrada, volume de plasma utilizado, técnica de extração, fase móvel, 
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volume de injeção, taxa de fluxo e especificações da coluna122-125. O Quadro 14 resume os 
dados analíticos dos métodos de LC-MS e LC-MS/MS empregados para a determinação da 
3⍺-hidroxitibolona até o momento. Em contraste com o método aqui descrito, todas as 
técnicas de Cromatografia Líquida mencionadas empregam derivatização com p-tolueno-
sulfonilisocianato para melhorar o processo de ionização, porque a eficiência de ionização da 
maioria dos esteróides são relativamente baixas, devido à sua estrutura apolar126,127. As 
tentativas anteriores para o desenvolvimento de ensaios de LC-MS / MS ou LC-MS para 
quantificação da 3⍺-hidroxitibolona sem derivatização, praticamente mostraram nenhuma 
Quadro 14 - Dados da literatura em Cromatografia Líquida para 3⍺-hidroxitibolona
Zuo122 
LC-MS
Ban123 
LC-MS/MS
Shinde124 
UPLC-MS/MS
Cardoso125 
LC-MS/MS
Método atual 
LC-MS/MS
Dose de 
tibolona 2,5 mg 5,0 mg 2,5 mg 2,5 mg 3,75 mg
Padrão interno betametasona
3⍺-hidroxitibolona-
D6
3⍺-hidroxitibolona-
D3
ciproterona
3⍺-hidroxitibolona-
D5
Volume de 
plasma 1000 µL 200 µL 500 µL 250 µL 900 µL
Técnica de 
extração
Líquido-líquido 
(etil acetato) 
Resíduo 
redissolvido com 
acetonitrila
Líquido-líquido (etil 
acetato) 
Resíduo redissolvido 
com acetonitrila e 
sulfato de sódio
Líquido-líquido (etil 
acetato) 
Resíduo redissolvido 
com acetonitrila
Líquido-líquido 
(clorubutano) 
Resíduo 
redissolvido com 
acetonitrila
Líquido-líquido (etil 
éter/hexano e 
hidróxido de 
amônio/ água) 
Resíduo 
redissolvido com a 
Derivatização p-tolueno sulfonil isocianato
p-tolueno sulfonil 
isocianato
p-tolueno sulfonil 
isocianato
p-tolueno sulfonil 
isocianato nenhuma
Volume de 
injeção 80 µL 5 µL 10 µL 10 µL 20 µL
Fase móvel
Eluição gradiente 
(acetato de 
amônio/agua e 
metanol)
Eluição gradiente 
(ácido fórmico/água e 
metanol/água)
Eluição isocrática 
(metanol e acetato de 
amônio/água)
Eluição isocrática 
(acetonigriala/água)
Eluição isocrática 
(acetonigriala/água 
e hidróxido de 
sódio)
Taxa de fluxo 800 µL/min 250 µL/min 220 µL/min 800 µL/min 1150 µL/min
Especificação 
da coluna
200 X 4,6 mm (5 
µm) 50 X 2,0 mm (3 µm) 
100 X 2,1 mm (1.7 
µm)
100 X 4,6 mm (1.8 
µm)
150 x 4,6 mm (5 
µm)
Tempo de 
retenção 
(analito e 
padrão 
interno)
Aproximadamente 
6 e 5 min
Aproximadamente 5,5 
e 5,3 min
Aproximadamente 
3,2 e 3,1 min
Aproximadamente 
3,4 e 2,9 min
Aproximadamente 
2,5 e 2,5 min
Processo de 
ionização ESI ESI ESI APCI ESI
Modo de 
monitorament
o
SIM SRM MRM SRM MRM
LIQ 0.1 ng/mL 0.2 ng/mL 0.1 ng/mL 0.1 ng/mL 1 ng/mL 
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resposta no modo de ionização negativa e baixa resposta no modo de ionização positivo, tanto 
utilizando ionização química à pressão atmosférica ou ionização por electrospray122,125. 
 Apesar da sua estrutura apolar, os esteróides podem, eventualmente, serem 
ionizados com diferentes técnicas de ionização, usando a abordagem da formação de 
adutos128,129; o analito (3⍺-hidroxitibolona) e padrão interno (3⍺-hidroxitibolona-d5) foram 
detectados principalmente como adutores de amônio [M + NH4]+ (m/z 332,2 e m/z 337,4 
respectivamente), que eram escolhidos como íons precursores para a análise por MS. Os 
sinais foram insuficientes sem o aditivo de hidróxido de amônio. Além disso, uma dose mais 
elevada de tibolona (3,75 mg) e um volume de plasma maior (900 µL), em comparação com 
os outros métodos de cromatografia líquida, resultou na concentração adequada do analito na 
solução eletroionizada. Por último, a utilização da acetonitrila (solvente com baixa tensão de 
superfície) na fase móvel, ajudou a alcançar um electrospray reprodutível, e, a taxa total de 
fluxo foi dividida em uma proporção de 2:3, para prevenção da saturação do analito no 
processo de ESI. O volume de injeção foi capaz de manter o desempenho da cromatografia na 
coluna, mesmo depois de um grande número de injeções. Embora tenha sido utilizado um 
maior volume do plasma, não se observou qualquer efeito de matriz ou transferência e os 
parâmetros hematológicos dos voluntários não mostrou alterações relevantes no final do 
estudo. Especificidade suficiente foi alcançada por separação cromatográfica eficaz (coluna 
relativamente longa) e monitorização de reação múltipla (MRM). 
 Outrossim, a derivatização é um procedimento demorado que tem algumas 
desvantagens, incluindo menor precisão, devido às etapas adicionais na derivatização e 
eventual hidrólise dos conjugados que podem afetar a precisão130. Além disso, o p-tolueno-
isocianato é um reagente caro com conhecidos perigos à saúde (sensibilização respiratória, 
corrosão da pele e irritação ocular grave), como relatado por Carol e Bello131,132. Finalmente, 
considerando-se todos os métodos cromatográficos à gás e líquidos previamente descritos, o 
limite de quantificação variou entre 0,02 e 0,5 ng/mL. O LIQ (1 ng/mL) foi adequada para o 
ensaio de bioequivalência, sem derivatização ou equipamento UPLC dispendiosos, e os 
tempos de retenção mais curtos para 3⍺-hidroxitibolona e padrão interno torna a técnica 
adequada para ensaios de alta taxa de transferência de amostras. 
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5.3 Segurança e tolerabilidade 
 A grande maioria dos estudos de bioequivalência é segura, e, a presença de 
reações adversas são frequentemente leves e pouco incidentes136. Neste estudo da 
bioequivalência das formulações de tibolona foram incluídas quarenta e seis voluntárias, que 
receberam dose única do fármaco estudado (que reduz o aparecimento de reações adversas 
comuns no uso prolongado), com boa tolerância às formulações orais (teste e referência) e 
avaliação física e laboratorial sem alterações relevantes ao fim do estudo, demonstrando 
segurança. Da mesma maneira, os resultados do estudo Women's Health Initiative 
demonstraram segurança no uso de curto e médio prazo da tibolona14. No presente estudo os 
sintomas mais comumente apresentados foram cefaléia, dor muscular, coriza e corrimento 
vaginal claro. Timmer e colaboradores relataram eventos adversos semelhantes: 32,5% de 
voluntárias apresentando cefaléia leve, e em percentuais menores, acne, sonolência e 
náuseas24. Huber e Hammar relataram efeitos colaterais raros, incluindo cefaléia, tonturas, 
náuseas, dor abdominal, edema de membros, artralgia, prurido, e mastalgia. Sangramento 
vaginal discreto (spotting) podem ocorrem inicialmente, mas tende a diminuir depois de 
alguns meses. A médio e longo prazo a amenorreia pode ocorrer e tem sido relatada em cerca 
de 80% das mulheres após o primeiro mês de tratamento com tibolona e mais de 90% depois 
do terceiro mês de terapia42,133.  
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 6 CONCLUSÃO 
 Conclui-se que o novo método de HPLC-MS/MS aqui descrito para quantificação 
3⍺-hidroxitibolona no plasma humano demonstrou-se robusto, sensível e específico, 
satisfazendo os requisitos de sensibilidade, especificidade e elevada taxa de transferência de 
amostras para estudos de bioequivalência. 
 Conclui-se ainda que, o estudo de bioequivalência nos moldes propostos nesta 
metodologia é considerado seguro, e, o uso da tibolona (em ambas as formulações) 
apresentou-se com tolerabilidade satisfatória. 
 A tibolona na formulação teste Livolon® (1,25 mg comprimido) fornecido pelo 
Biolab Sanus Farmacêutica (Brasil) é bioequivalente a Libiam® (1,25 mg comprimido) 
produzido pela Libbs Farmacêutica (Brasil), no que diz respeito a taxa e extensão da 
absorção, já que o IC 90% para a razão individual teste/referência para ASC0-t e ASC0-inf 
estavam dentro do intervalo de 80 a 125% indicativo de bioequivalência segundo normativas 
da ANVISA e FDA. 
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8. APÊNDICES 
APÊNDICE 1  
LISTA DE ALEATORIZAÇÃO 
legenda: F: feminino ; T: teste ; R: referência 
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APÊNDICE 2 
TERMO DE RECRUTAMENTO 
Você está sendo convidado a participar de um processo de recrutamento de voluntários para um projeto de 
pesquisa clínica. Sua participação é importante, porém, você não deve participar contra a sua vontade. Leia 
atentamente as informações abaixo e faça qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos deste 
processo sejam esclarecidos.  
Responsável: Dr Gilberto De Nucci  
O abaixo-assinado, __________________________________________________, ______ anos, RG 
_______________ declara que é de livre e espontânea vontade que está participando como voluntário de um 
processo de recrutamento para um projeto de pesquisa clínica sob responsabilidade do Prof Dr. Gilberto De 
Nucci (Galeno Desenvolvimento de Pesquisas Ltda). O abaixo-assinado está ciente que:  
I - A sua participação neste processo de recrutamento tem como objetivo avaliar suas condições de saúde para 
possível participação em um projeto de pesquisa clínica.  
II - Será submetido aos seguintes exames laboratoriais: (Análise hematológica) Hemoglobina, hematócrito, 
contagem total e diferencial de leucócitos, contagem de glóbulos vermelhos, contagem de plaquetas; (Análise 
bioquímica) Uréia, creatinina, bilirrubina total, proteínas totais, albumina, glicose em jejum, fosfatase alcalina, 
CPK, SGOT, SGTP, colesterol total, triglicérides, ácido úrico e  GT; (Urina) urina I; (Sorologia) Análise 
Sorológica para: beta-HCG para mulheres, hepatite B, hepatite C e HIV(1+2). Exame de fezes 
(protoparasitológico).  
III - Obteve todas as informações necessárias para decidir conscientemente sobre a participação no referido 
processo.  
IV - Tem a liberdade de desistir ou interromper a participação no processo no momento que desejar, sem 
necessidade de qualquer explicação e que esta desistência não implicará em qualquer penalidade.  
V- Os resultados obtidos durante o processo serão mantidos em sigilo, e o Centro de Bioequivalência não 
identificará o voluntário por ocasião da exposição e/ou publicação dos mesmos.  
VI - O Centro de Bioequivalência (Fone (19) 3243 2767) fornecerá informação ao voluntário e prestará qualquer 
tipo de esclarecimento em relação ao processo, quando solicitado pelo mesmo.  
VII – Caso seja selecionado para um ensaio de pesquisa clínica, poderá entrar em contato com a Secretaria do 
Comitê de Ética em Pesquisa da Unicamp pelo telefone (19) 3521-8936 para apresentar recursos ou reclamações 
em relação ao ensaio clínico.  
VIII- É condição indispensável, para participação no processo, que o voluntário esteja em boa saúde e, portanto, 
caso durante o processo de recrutamento, a avaliação clinica e/ou os exames laboratoriais não estiverem de 
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acordo com os critérios estabelecidos no protocolo clínico, você será dispensado com os devidos esclarecimentos 
e orientação médica.  
IX - Caso esteja sob tratamento médico no momento, ou esteja fazendo uso de quaisquer drogas ou medicações, 
ou tenha participado de qualquer outro ensaio  
clinico no período de 90 dias antes da assinatura deste termo de seleção prévia você não poderá ser recrutado.  
X - Caso seja selecionado para participar do estudo, você fará uma nova entrevista antes da internação e nesta 
serão fornecidos os dados do estudo em questão. Neste caso, você deverá assinar um outro termo, denominado 
termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes da administração da medicação.  
XI – É condição indispensável para participação nos ensaios clínicos que voluntárias femininas não estejam 
grávidas, comprovado por exame laboratorial de gravidez.  
______________, _____/_____/______  
____________________________________________ 
Assinatura do voluntário  
____________________________________________ 
Assinatura da pessoa responsável pelo atendimento (Fone (19) 3243 2767)  
"116
APÊNDICE 3 
HISTÓRIA CLÍNICA E EXAME FÍSICO 
 
Legenda: 
n = nada digno de nota (normal) 
I = Intercorrências e/ou achados não significativos para exlusão de higidez
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(continuação) 
Legenda: 
n = nada digno de nota (normal) 
I = Intercorrências e/ou achados não significativos para exlusão de higidez
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APÊNDICE 4 
DADOS ANTROPOMÉTRICOS 
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APÊNDICE 5 
HORARIO DAS MEDICAÇÕES 
"120
APÊNDICE 6 
EVENTOS ADVERSOS 
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Nº 
Voluntário 
Data / Hora 
Período Detalhamento 
01 
26.08.15  
22:00 
1 
Cefaléia.  Evento  classificado  pelo  médico  como  não  sério,  fraco, 
possível  relação  com  a  terapia,  esperado.  Tratamento  com 
Paracetamol 875 mg VO. Desfecho em 26.08.15 as 22:55h, duração 
de 55min, com total recuperação. 
02 
09.09.15  
16:30 
2 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
09.09.15 as 18h, duração de 1:30h, com total recuperação. 
04 
09.09.15  
18:00 
2 
Cefaléia.  Evento  classificado  pelo  médico  como  não  sério,  fraco, 
possível  relação  com  a  terapia,  esperado.  Tratamento  com 
Paracetamol 875 mg VO. Desfecho em 09.09.15 as 19h, duração de 
1h, com total recuperação. 
06 
26.08.15  
15:02 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
26.08.15  as  15:45h,  duração  de  43min,  com  total 
recuperação. 
06 
09.09.15 – 
18:53 
2 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
09.09.15  as  20h,  duração  de  67  min,  com  total 
recuperação. 
07 
09.09.15  
15:00 
2 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
09.09.15  as  16:02h,  duração  de  62min,  com  total 
recuperação 
11 
26.08.15 
14:50 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
26.08.15  as  15:30h,  duração  de  40min,  com  total 
recuperação 
11 
26.08.15  
20:00 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
26.08.15 as 21, duração de 1h, com total recuperação 
11 
09.09.15  
15:25 
2 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
09.09.15  as  16:00h,  duração  de  35min,  com  total 
recuperação 
15 
26.08.15  
21:50 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
26.08.15 as 22:50h, duração de 1h, com total recuperação. 
16 
26.08.15  
21:52 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
26.08.15  as  22:30h,  duração  de  38min,  com  total 
recuperação. 
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Nº 
Voluntário 
Data / Hora 
Período Detalhamento 
16 
09.09.15 
16:30 
2 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
09.09.15  as  18h,  duração  de  1h30min,  com  total 
recuperação. 
20 
31.08.15 
 
Voluntária  relata  corrimento  vaginal  translúcido  inodoro. 
Evento  classificado  pelo  médico  como  não  sério,  fraco, 
possível  relação  com  a  terapia,  esperado.    Desfecho  em  
02.09.15 com cduração de 3 dias com total recuperação. 
20 
09.09.15  
14:30 
2 
Vômitos. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco, possível relação com a terapia, esperado. Voluntário 
permaneceu  em  observação.  Desfecho  em  09.09.15  as 
16:30h, duração de 2hs, com total recuperação. 
25 
19.09.15  
19:50 
2 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
19.09.15  as  20:30h,  duração  de  40min,  com  total 
recuperação. 
28 
15.09.15  
n/d 
Pré‐
período 2 
Coriza.  Evento  classificado  pelo  médico  como  não  sério, 
fraco, não relacionado com a terapia. Voluntário informou 
fazer uso de loratadina 10 mg VO em dose única. Desfecho 
em 15.09.15, com total recuperação. 
30 
06.09.15 
01:51 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  750  mg  VO.  Desfecho  em 
06.09.15  as  02:30h,  duração  de  39min,  com  total 
recuperação. 
30 
17.09.15 
Pré 
internação 
P2 
Dor muscular.  Evento  classificado pelo médico  como não 
sério,  moderado,  não  relacionado  com  a  terapia. 
Voluntária fez uso de diclofenaco 50mg VO em dose única, 
por  conta  própria,  devido  dor  muscular  região  lombar. 
Desfecho em 17.09.15 com total recuperação. 
30 
19.09.15 
20:03 
2 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
19.09.15  as  20:35h,  duração  de  32min,  com  total 
recuperação 
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Nº 
Voluntário 
Data / Hora 
Período Detalhamento 
31 
16.09.15 
Pré 
internação 
P2 
Dor muscular.  Evento  classificado pelo médico  como não 
sério, fraco, não relacionado com a terapia. Voluntária fez 
uso  de  Tandrilax  1  comprimido  VO  em  dose  única,  por 
conta  própria.  Desfecho  em  16.09.15  com  total 
recuperação. 
32 
05.09.15  
20:13 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  750  mg  VO.  Desfecho  em 
05.09.15  as  20:48h,  duração  de  35min,  com  total 
recuperação. 
36 
19.09.15  
23:55 
2 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  875  mg  VO.  Desfecho  em 
20.09.15  as  00:15h,  duração  de  20min,  com  total 
recuperação. 
44 
05.09.15  
20:08 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  750  mg  VO.  Desfecho  em 
05.09.15  as  20:36h,  duração  de  28min,  com  total 
recuperação. 
48 
05.09.15  
20:10 
1 
Cefaléia. Evento classificado pelo médico como não sério, 
fraco,  possível  relação  com  a  terapia,  esperado. 
Tratamento  com  Paracetamol  750  mg  VO.  Desfecho  em 
05.09.15  as  20:40h,  duração  de  30min,  com  total 
recuperação. 
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APÊNDICE 7 
TEMPO DE COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE 
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APÊNDICE 8 
CONCENTRAÇÕES PLASMÁTICAS INDIVIDUAIS 
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Tabelas 
14.1 Tabela de concentrações plasmáticas individuais dos produtos teste e referência   
N/A = Não disponível    
nsa = Não se aplica 
Voluntário 01 02 03 04 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 1.2 BLIQ BLIQ 1.57 2.26 BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:30 9.66 3.82 2.32 12.6 8.69 3.03 2.43 2.22 
00:45 11.3 5.37 4.82 17.5 20.4 7.33 3.74 3.5 
 01:00 11 10.7 5.74 20.4 22.8 8.29 4.99 3.97 
01:15 12 16.1 6.63 18.5 24.5 6.93 6.17 4.85 
 01:30 15.2 18.1 5.45 14.7 21 6.97 15.7 5.96 
 01:45 15.9 15.2 6.22 12.1 16.8 5.92 21.1 11.3 
02:00 16.6 14.8 5.2 9.69 14.7 7.17 16.5 10 
 02:20 12.8 16.2 5.01 9.77 11.2 7.77 12.4 12.7 
 02:40 13.8 12.3 5.09 7.15 10.7 21.4 11.2 11.1 
 03:00 13.9 11 9.54 6.23 10 20.3 9.01 7.93 
 03:20 9.97 9.57 7.27 5.19 7.48 14.7 7 6.46 
03:40 7.71 9.06 8.39 4.69 6.54 11.9 6.44 5.69 
 04:00 6.97 7.44 8.82 4.91 5.2 9.74 5.34 4.89 
 04:30 5.85 5.98 8.97 3.73 5.37 7.34 4.66 4.31 
05:00 5.09 6.28 7.05 3.97 4.87 7.43 4.11 3.88 
 05:30 5.16 5.93 7.1 3.94 4.28 6.44 3.66 3.48 
 06:00 3.74 5.22 5.89 2.53 4.27 3.55 3.61 3.11 
 08:00 3.56 4.53 3.45 2.57 3.13 3.56 2.66 2.72 
 10:00 2.27 3.36 3.04 1.62 1.97 3.32 1.95 BLIQ 
12:00 2.01 2.5 1.93 1.35 1.87 2.7 1.52 BLIQ 
14:00 1.79 2.15 1.45 BLIQ 1.62 2.53 1.27 BLIQ 
16:00 1.2 1.67 1.14 BLIQ 1.65 2.16 1.02 BLIQ 
 18:00 1.24 1.4 BLIQ 1 1.43 1.44 BLIQ BLIQ 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 05 06 07 08 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 1.01 1 5 
 00:30 3.95 4.63 1.72 BLIQ 8.51 16.4 7.2 14.9 
00:45 4.33 10.7 4.58 2.07 14.2 15 8.49 15 
 01:00 5.74 13.4 5.78 3.23 17.2 12.9 8.19 12.6 
01:15 6.97 11.6 4.01 3.71 15.4 12.3 7.06 11 
 01:30 12.3 12.4 4.66 3.2 10.5 9.46 7.28 8.79 
 01:45 15.7 15.7 4.29 3.06 9.05 9.66 10.8 7.94 
02:00 16 19.5 3.8 2.38 7.38 7.98 9.54 7.82 
 02:20 17.2 17.1 3.38 3.46 6.55 7.03 7.31 5.77 
 02:40 17 12.7 3.78 7.92 5.65 5.48 6.31 4.38 
 03:00 14.8 9.82 5.77 6.42 4.97 5.81 4.57 3.45 
 03:20 12 8.57 5.18 3.19 4.28 4.38 3.54 3.07 
03:40 10.1 7.19 4.46 4.52 4.36 4.56 3.09 2.66 
 04:00 8.29 6.19 3.49 4.2 3.69 4.3 2.68 2.39 
 04:30 6.6 5.67 3.15 3.73 3.75 4.08 2.38 2.38 
05:00 6.5 4.17 2.61 3.44 3.09 3.58 2.06 2.25 
 05: 0 5.71 4.81 2.08 3.3 2.73 3.57 2.16 1.77 
 06:00 4.6 3.95 1.81 2.5 2.49 3.12 2 2.21 
 08:00 3.67 3.58 1.58 1.68 2.16 2.95 1.31 1.68 
 10:00 2.13 2.61 1.14 1.55 1.81 2.06 1.48 1.74 
12:00 2.27 2.34 BLIQ BLIQ 1.1 1.74 1.05 BLIQ 
14:00 1.93 2.04 BLIQ BLIQ 1.22 1.34 BLIQ BLIQ 
16:00 1.92 1.64 BLIQ BLIQ 1.02 1.27 BLIQ BLIQ 
 18:00 1.27 1.37 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 1.05 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 09 10 11 12 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 BLIQ 2.63 BLIQ BLIQ 3.39 3.79 BLIQ 1.19 
 00:30 6.43 10.5 4.46 2.13 19.2 25.3 6.45 2.88 
00:45 10.7 12.3 9.55 6.57 15.4 21.3 15.3 3.7 
 01:00 10.9 10.7 9.41 13.1 12.9 18.3 22 4.24 
01:15 8.42 7.07 8.75 14.5 10.9 15.7 27 4.9 
 01:30 7.38 6.55 9.32 12.5 10.4 11.6 23.3 7.25 
 01:45 6.27 5.3 10.3 10.6 8.72 9.42 20.1 14.9 
02:00 5.72 4.43 13.5 8.98 7.55 8.56 15 19.4 
 02:20 4.57 3.84 14.9 9.37 6.14 7.8 13.7 23.3 
 02:40 4.25 3.33 13.1 7.66 5.51 4.91 10.7 19.3 
 03:00 3.28 2.93 10.6 6.36 4.5 4.53 10.5 13.8 
 03:20 2.62 2.51 7.68 5.88 4.02 3.91 7.17 12.8 
03:40 2.26 2.56 6.36 4.79 3.96 4.19 6.93 9.61 
 04:00 2.48 2.34 6 4.59 3.67 3.12 6.39 8.64 
 04:30 2.17 2.13 4.67 4.05 2.84 2.64 6.02 7.63 
05:00 2.28 2.32 4.26 4.35 2.6 2.98 5.6 7.2 
 05:30 2.12 2.19 4.02 3.41 2.37 2.58 4.62 5.83 
 06:00 1.87 1.92 3.23 2.99 2.18 2.59 3.81 5.04 
 08:00 1.64 1.67 2.36 2.79 1.31 1.9 3.55 4.17 
 10:00 1.29 1.42 2.21 1.79 1.04 1.82 2.91 3.37 
12:00 1.3 BLIQ 1.45 1.25 1.17 1.34 2.13 2.72 
14:00 BLIQ BLIQ 1.13 1.56 1.1 BLIQ 1.53 2.3 
16:00 1.03 BLIQ 1 1.3 1.01 1.18 1.57 1.89 
 18:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 1.06 BLIQ 1.3 1.74 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 1.07 
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Voluntário 13 14 15 16 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 BLIQ 3.47 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:30 4.89 3.73 2.21 3.72 2.59 2.74 BLIQ 9.43 
00:45 8.53 5.62 4.98 6.8 5.49 9.58 BLIQ 18.2 
 01:00 11.4 7.18 6.11 7.13 7.76 11.6 1.24 15.4 
01:15 11.3 6.73 6.83 6.45 8.24 8.85 1.97 13.9 
 01:30 12.2 6.48 7.86 5.83 8.54 8.13 2.96 12.3 
 01:45 10 6.85 7.65 5.22 10.9 5.74 3.67 10.5 
02:00 9.7 8.02 9.12 4.84 7.07 5.38 5.13 8.61 
 02:20 8.79 9.63 9.61 9.09 5.77 5.69 7.19 7.89 
 02:40 8.27 11 9.94 11.7 5.42 5 9.78 6.68 
 03:00 5.69 7.85 .59 9.88 11.6 4.68 16.1 5.89 
 03:20 4.99 7.2 7.85 6.16 15.1 4.1 11.2 4.79 
03:40 4.65 6.05 5.65 5.4 9.61 4.47 9.85 4.68 
 04:00 3.89 7.06 5.13 5.41 7.93 3.34 8.72 3.84 
 04:30 3.48 5.46 4.32 4.17 5.62 2.76 8.13 3.94 
05:00 3.22 5.24 3.98 4.11 4.12 2.11 7.55 3.4 
 05:30 3.29 6.44 5.37 4.46 3.08 2.61 7.15 4.09 
 06:0  2.97 5.02 3.91 5.01 3.29 2.27 5.23 3.1 
 08:00 2.21 3.05 3.56 2.98 1.56 1.08 3.54 1.8 
 10:00 1.84 1.99 1.8 2.24 1.45 BLIQ 1.84 1.64 
12:00 1.54 1.53 1.32 1.85 1.01 BLIQ 1.43 BLIQ 
14:00 1.07 BLIQ 1.04 1.36 BLIQ BLIQ 1.42 BLIQ 
16:00 BLIQ BLIQ 1.07 1.45 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 18:00 BLIQ BLIQ BLIQ 1.16 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
24:0  BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 17 18 19 20 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 1.22 2.04 BLIQ BLIQ 
 00:30 8.62 5.35 4.89 2.3 4.47 7.15 2.11 1.62 
00:45 11.5 10.4 13.3 3.47 7.25 11.3 3.13 4.45 
 01:00 11.6 25.4 14.7 3.34 7.78 11.8 2.6 10.6 
01:15 10.5 26.3 12.6 9.25 6.35 11.9 3.63 13.3 
 01:30 11.3 21.9 9.06 16.9 5.55 11.6 6.1 16.9 
 01:45 16.2 22.3 7.91 15 6.15 11.4 6.24 15.2 
02:00 21.7 18.9 5.79 10.9 5.77 10.2 7.07 12.2 
 02:20 21.3 17.8 4.17 7.29 6.86 9.28 10.8 11.7 
 02:40 18.8 14.4 4.38 5.09 9.08 10.7 12.8 9.45 
 03:00 14.5 10.9 3.43 3.72 16.6 9.59 19.4 7.91 
 03:20 11 8.53 2.62 2.89 12.6 8.43 17.7 6.44 
03:40 9.8 8.56 1.64 1.84 10 7.54 11.5 5.46 
 04:00 8.69 7.02 1.59 2.39 8.11 6.48 9.59 5.1 
 04:30 7.38 6.03 1.25 1.48 7.27 6.06 7.12 4.75 
05:00 5.96 5.45 1.33 1.36 6.15 5.79 5.76 4.21 
 05:30 5.37 5.22 BLIQ 1.47 4.4 6.8 4.81 3.51 
 06:00 5.58 4.99 BLIQ 1.05 4.03 5.54 4.39 3.15 
 08:00 4.05 3.37 BLIQ BLIQ 2.79 3.05 2.94 2.32 
 10:00 2.91 3.18 BLIQ BLIQ 2.24 2.43 2.36 1.95 
12:00 1.99 2.03 BLIQ BLIQ 1.32 1.65 1.68 1.48 
14:00 1.23 1.86 BLIQ BLIQ 1.27 1.25 1.47 1.44 
16:00 1.23 1.91 BLIQ BLIQ 1.01 1.29 1.03 1.43 
 18:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 21 22 23 24 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 1.75 BLIQ BLIQ 
 00:30 3.76 1.94 4.01 1.95 2.91 8.4 3.3 6.38 
00:45 4.96 4.14 19.4 3.54 9.37 18 10.4 9.88 
 01: 0 5.63 4.41 16.7 4.9 10.6 25.2 15.1 9.22 
01:15 5.2 5.89 15.3 5.98 10.4 21.5 14 8.71 
 01:30 4.76 12.5 10.8 11.2 10.8 19.2 12.3 8.83 
 01:45 5.25 12.4 8.12 11.2 9.48 15.6 11.7 8.21 
02:00 8.87 11.4 6.77 12 11.6 14.6 11.2 11 
 02:20 7.37 7.97 6.17 15.1 11.1 11.7 9.02 13.3 
 02:40 6.24 5.98 5.02 13.9 16.2 10.3 8.42 11.9 
 03:00 8.06 4.23 4.31 9.96 14.7 8.86 6.67 9.08 
 03:20 5.72 3.29 3.88 8.79 10.9 7.33 5.82 6.34 
03:40 4.35 2.97 3.88 6.82 10 6.82 4.41 5.01 
 04:00 3.71 2.96 3.59 6.14 8.07 6.12 3.64 3.64 
 04:30 4.2 2.3 3.26 4.99 6.94 5.11 2.9 3.16 
05:00 5.06 2 2.98 4.44 6.13 4.86 2.43 2.42 
 05:30 3.9 1.83 3.04 5.54 6.77 4.41 2.46 2.64 
 06:00 2.56 1.57 2.59 4.16 6.35 4.15 2.28 2.02 
 08:00 1.78 1.27 2.04 3.19 3.74 3.35 1.37 1.51 
 10:00 1.35 1.11 1.48 2.74 2.76 2.38 1.02 1.24 
12:00 1.32 1.11 1.68 2.07 1.62 1.54 BLIQ BLIQ 
14:00 BLIQ 1.29 1.1 1.65 1.73 1.66 BLIQ BLIQ 
16:00 BLIQ BLIQ 1.02 1.53 1.36 1.38 BLIQ BLIQ 
 18:00 BLIQ BLIQ BLIQ 1.16 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 25 26 27 28 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 2.34 2.74 BLIQ 1.71 1.43 2.14 BLIQ 1.84 
 00:30 7 19.4 3.21 5.35 7 7.43 6.33 19.4 
00:45 16.5 23.9 7.71 7.21 8.56 10.6 13.7 29.5 
 01:00 15.3 18 19.6 14.9 7.18 9.8 17.8 37.5 
01:15 13.5 15.9 15.9 15.3 6.76 7.9 17.7 27.6 
 01:30 11.7 12.6 11.4 10.5 6.8 5.69 27.9 23 
 01:45 10 9.72 9.4 8.97 7.04 5.1 28.6 17.9 
02:00 9.18 8.88 7.48 7.99 6.11 4.15 24.8 13.5 
 02:20 7.67 7.37 6.84 8.26 4.83 3.78 19.6 11.8 
 02:40 6.3 6.21 5.65 6.75 3.63 2.51 14.6 8.99 
 03:00 5.05 4.23 4.47 4.82 2.61 2.31 11.2 7.97 
 03:20 4.43 3.82 4.43 4.06 2.73 2.19 9.65 6.96 
03:40 3.52 3.53 3.95 3.52 2.32 1.84 7.48 6.31 
 04:00 3.81 4.08 3.12 3.27 1.82 1.46 6.5 5.22 
 04:30 2.95 3.29 3.05 2.62 1.5 1.31 5.35 4.96 
05:00 2.91 2.94 2.88 2.42 1.57 1.07 4.97 4.49 
 05:30 2.93 2.5 2.53 2.38 1.48 BLIQ 4.98 4.2 
 06:00 2.35 2.82 2.07 2.03 1.44 1.03 4.31 3.93 
 08:00 2.35 2.31 2.17 1.7 1 BLIQ 2.92 2.75 
 10:00 1.79 1.78 1.54 1.3 BLIQ BLIQ 2.3 2.18 
12:00 1.53 1.41 1.37 BLIQ BLIQ BLIQ 1.8 1.69 
14:00 1.07 1.21 1.08 BLIQ BLIQ BLIQ 1.39 1.3 
16:00 1.09 1 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 1.25 1.18 
 18:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 29 30 31 32 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ DROP-OUT DROP-OUT
 00:15 BLIQ BLIQ 1.39 1.14 BLIQ BLIQ DROP-OUT DROP-OUT
 00:30 6.94 3.79 10.3 5.96 2.19 3.58 DROP-OUT DROP-OUT
00:45 17.4 11.1 10.7 5.46 6.92 7.45 DROP-OUT DROP-OUT
 01:00 21.1 18.2 9.65 4.44 9.77 8.71 DROP-OUT DROP-OUT
01:15 20.7 28.5 12 5.17 10.8 7.38 DROP-OUT DROP-OUT
 01:30 16.8 31.7 12.7 13.4 10.4 8.82 DROP-OUT DROP-OUT
 01:45 17.4 21.9 12 18.9 11.9 7.8 DROP-OUT DROP-OUT
02:00 15.9 17.2 11.1 14.6 9.33 11.3 DROP-OUT DROP-OUT
 02:20 11.4 14.5 9.16 12.1 11.4 12.6 DROP-OUT DROP-OUT
 02:40 7.76 10.7 6.67 8.95 11 9.62 DROP-OUT DROP-OUT
 03:00 6.89 7.85 5.36 5.89 8.47 9.14 DROP-OUT DROP-OUT
 03:20 6.08 6.19 4.63 5.59 6.62 6.45 DROP-OUT DROP-OUT
03:40 4.58 5.41 4.51 4.75 5.59 5.72 DROP-OUT DROP-OUT
 04:00 3.76 4.47 4.43 4.8 5.39 4.58 DROP-OUT DROP-OUT
 04:30 3.01 3.8 3.7 3.81 4.77 4.59 DROP-OUT DROP-OUT
05:00 2.93 3.33 3.67 3.87 4.51 4.14 DROP-OUT DROP-OUT
 05:30 2.76 3.08 3.47 3.41 3.53 4.02 DROP-OUT DROP-OUT
 06:00 2.52 2.79 2.75 3.23 3.84 3.24 DROP-OUT DROP-OUT
 08:00 1.85 2.23 2.26 2.49 2.78 2.45 DROP-OUT DROP-OUT
 10:00 1.36 1.29 1.77 1.92 2.19 2.48 DROP-OUT DROP-OUT
12:00 1.08 BLIQ 1.62 1.75 1.7 1.62 DROP-OUT DROP-OUT
14:00 BLIQ BLIQ 1.12 1.34 1.19 1.62 DROP-OUT DROP-OUT
16:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 1.21 BLIQ DROP-OUT DROP-OUT
 18:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ DROP-OUT DROP-OUT
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ DROP-OUT DROP-OUT
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Voluntário 33 34 35 36 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 2.25 BLIQ BLIQ BLIQ 1.4 1.86 2.17 2.41 
 00:30 18.1 5.68 7.36 5.39 15.1 6.01 12 9.65 
00:45 25.4 7.91 16.9 10.3 23.4 6.19 14.5 12.6 
 01:00 27.1 14.8 16.6 8.39 18.1 5.47 13.8 15.5 
01:15 22.1 15.5 12.2 11.7 13.8 5.62 13.9 15.2 
 01:30 16 18 9.72 19.1 10.9 6.41 12.8 14.5 
 01:45 12.2 20 7.98 16.1 9.61 5.65 12.7 12.7 
02:00 11 18.6 7.9 11.4 8.93 5.85 11 10.5 
 02:20 10.9 19.7 6.09 9.43 7.47 23.5 10.3 11.1 
 02:40 8.43 15.6 5.05 5.61 5.75 24.8 8.03 11.9 
 03:00 7.01 11.3 4.15 3.91 5.49 13.9 5.91 8.76 
 03:20 5.71 9.66 3.34 3.03 4.32 9.2 5.41 6.25 
03:40 4.72 7.67 2.76 2.43 3.77 6.65 4.18 5.57 
 04:00 4.62 6.61 2.64 2.39 3.57 5.41 5.68 5.01 
 04:30 3.9 6.43 1.99 1.89 2.73 4.03 4.87 4.65 
05:00 3.31 4.89 1.91 1.99 2.87 3.45 4.02 4.22 
 05:30 3.37 5.5 1.64 1.83 2.45 3.39 4.12 4.01 
 06:00 2.72 4.49 1.95 1.92 2.6 2.89 3.16 3.17 
 08:00 2.09 3.65 1.31 1.23 1.72 2.24 2.43 2.65 
 10:00 1.62 2.61 1.14 1.03 1.18 1.74 1.73 2.03 
12:00 1.52 2.18 BLIQ BLIQ 1.21 1.49 1.21 1.27 
14:00 1.21 2.07 BLIQ BLIQ BLIQ 1.01 1.03 1.31 
16:00 BLIQ 1.45 BLIQ BLIQ BLIQ 1.05 BLIQ 1.05 
 18:00 BLIQ 1.16 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 37 38 39 40 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 DROP-OUT DROP-OUT BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 DROP-OUT DROP-OUT 1.14 2.15 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:30 DROP-OUT DROP-OUT 5.39 9 2.18 BLIQ 1.68 1.35 
00:45 DROP-OUT DROP-OUT 11.1 14.5 4.66 1.38 3.38 5.41 
 01:00 DROP-OUT DROP-OUT 9.16 16.7 5.59 2.61 3.54 12.8 
01:15 DROP-OUT DROP-OUT 8.68 14.5 6.67 3.21 3.57 13.2 
 01:30 DROP-OUT DROP-OUT 7.86 11.2 6.23 3.5 3.22 14.3 
 01:45 DROP-OUT DROP-OUT 9.83 9.04 7.04 4.05 3.79 12 
02:00 DROP-OUT DROP-OUT 8.37 8.2 13.9 5.41 2.83 9.85 
 02:20 DROP-OUT DROP-OUT 8.63 7.17 19.2 15.6 4.71 9.75 
 02:40 DROP-OUT DROP-OUT 6.87 4.55 13.4 17.6 8.45 7.06 
 03:00 DROP-OUT DROP-OUT 5.53 3.87 9.3 13.3 7.94 4.46 
 03:20 DROP-OUT DROP-OUT 4.63 3.84 7.24 10.2 6.65 3.6 
03:40 DROP-OUT DROP-OUT 4.29 3.22 6.78 8.7 4.95 3.18 
 04:00 DROP-OUT DROP-OUT 3.77 2.94 4.87 7.2 5.48 3.04 
 04:30 DROP-OUT DROP-OUT 3.8 2.72 4.64 6.21 5.01 2.66 
05:00 DROP-OUT DROP-OUT 3.06 2.29 4 5.27 4.39 2.51 
 05:30 DROP-OUT DROP-OUT 2.82 2.44 4 4.89 3.56 2.39 
 06:00 DROP-OUT DROP-OUT 2.47 2.74 3.08 4.46 2.87 2.02 
 08:00 DROP-OUT DROP-OUT 2.21 1.62 2.79 3.86 1.95 1.42 
 10:00 DROP-OUT DROP-OUT 1.41 1.25 2.32 3.12 1.81 1.14 
12:00 DROP-OUT DROP-OUT 1.46 1.12 2.2 2.42 1.28 BLIQ 
14:00 DROP-OUT DROP-OUT 1.16 1.13 1.73 2.04 1.14 BLIQ 
16:00 DROP-OUT DROP-OUT BLIQ BLIQ 1.37 1.73 BLIQ BLIQ 
 18:00 DROP-OUT DROP-OUT BLIQ BLIQ 1.25 1.16 BLIQ BLIQ 
24:00 DROP-OUT DROP-OUT BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 41 42 43 44 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00:15 BLIQ 8.56 BLIQ 1.03 1.09 3.64 BLIQ 1.4 
 00:30 3.18 20.8 1.8 2.52 9.89 12.1 5.88 4.67 
00:45 15.1 22.2 5.63 8.74 12.1 22.1 11.8 6.9 
 01:00 15.5 14.8 8.73 13.6 14.6 19.3 12.2 8.26 
01:15 16.8 14.9 18.1 14.9 14.2 18.3 15.7 7.5 
 01:30 11.1 11.2 20.3 12.8 15.9 12.6 17.8 8.31 
 01:45 9.75 8.58 17.1 11.7 14.3 12.8 24.5 7.36 
02:00 8.62 8.24 14.4 8.67 12.5 10.1 22.4 6.77 
 02:20 8.77 7.8 13.1 7.61 11.1 9.42 20.2 8.01 
 02:40 6.83 6.67 9.42 6.38 9.87 6.99 13.4 18.3 
 03:00 5.55 5.59 7 5.32 8.34 5.59 10.6 15.7 
 03:20 5.07 5.09 5.39 4.02 6.25 4.19 9.49 13.4 
03:40 4.24 4.56 4.7 3.12 5.94 3.9 8.05 11.2 
 04:00 3.63 4.14 3.97 2.99 5.04 3.44 6.37 10.2 
 04:30 3.4 4.13 2.9 2.6 3.94 2.96 5.4 8.83 
05:00 3.04 3.61 2.57 2.32 3.85 2.7 4.7 8.14 
 05:30 2.77 3.33 2.47 1.92 3.3 2.57 4.49 6.97 
 06:00 3.11 2.95 2.51 2.06 3.19 2.94 3.67 5.44 
 08:00 2.04 2.71 1.9 1.9 1.85 1.96 2.27 2.95 
 10:00 2.09 1.63 1.21 1.55 1.76 1.1 1.6 2.22 
12:00 1.54 1.58 1.45 BLIQ 1.3 1.07 1.26 1.63 
14:00 1.5 1.05 1.02 BLIQ 1.1 BLIQ 1.3 1.58 
16:00 1.11 1.05 1.32 BLIQ 1.1 BLIQ 1.01 1.29 
 18:00 1.01 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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Voluntário 45 46 47 48 
Tempo (hs) I II I II I II I II 
 00:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
 00: 5 3.6 6.08 BLIQ 1.68 6.32 7.62 1.67 3.35 
 00:30 12.6 21.2 5.13 4.94 10.6 21.7 8.17 12.6 
00:45 22.6 19.5 8.11 6.19 13.7 19 15.4 14.4 
 01:00 20.3 17.4 7.19 4.81 13 14.9 12.5 11.4 
01:15 18.2 23.4 6.51 5.18 15.3 12.5 9.66 10.1 
 01:30 17.6 22.5 5.86 6.01 17.6 12.2 6.69 8.71 
 01:45 15.6 17.1 4.77 5.38 14.3 16.3 5.3 7.03 
02:00 14.3 15.4 4.21 10.7 11.7 13.4 4.62 4.96 
 02:2  15 13.1 5.47 12.2 11.4 11.1 4.14 3.52 
 02:40 11.2 9.74 5.86 9.43 7.89 7.6 3.35 2.95 
 03:00 9.55 9.07 4.19 7.06 7.05 6.13 2.94 2.2 
 03:20 8.34 6.33 3.64 4.26 5.8 4.62 2.8 2.08 
03:40 7.38 6.07 3.13 3.43 5.02 4.19 2.48 1.98 
 04:00 5.99 5.94 2.54 3.1 4.73 3.78 1.71 1.71 
 04:30 5.31 5.42 2.12 2.17 3.67 3.84 1.91 1.67 
05:00 4.97 4.61 2.49 2 3.39 3.24 1.62 1.49 
 05:30 4.05 4.71 4.21 1.58 2.92 2.84 1.77 1.48 
 06:00 3.81 4.41 2.26 1.52 2.71 2.84 1.28 1.36 
 08:00 2.86 3.18 1.24 1.25 2.55 2.04 1.15 1.17 
 10:00 2.26 2.03 1.04 1.04 1.89 1.92 BLIQ BLIQ 
12:00 2.05 1.54 1.03 BLIQ 1.28 1.06 BLIQ BLIQ 
14:00 1.47 1.16 BLIQ BLIQ 1.03 1.17 BLIQ BLIQ 
16:00 1.23 1.29 BLIQ BLIQ BLIQ 1.22 BLIQ BLIQ 
 18:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
24:00 BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ BLIQ 
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9. ANEXOS 
ANEXO 1 
PARECER CONSUBSTANCIADO CEP 
COMITÊ DE ÉTICA EM
PESQUISA DA UNICAMP -
CAMPUS CAMPINAS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Pesquisador:
Título da Pesquisa:
Instituição Proponente:
Versão:
CAAE:
GDN 060/12 - Estudo de Biodisponibilidade Comparativa de uma Formulação Teste
(Livolon [Tibolona] - comprimido - 3 x 1.25 mg; Biolab Sanus Farmacêutica Ltda.)
versus uma Formulação de Referência (Libian [Tibolona] - comprimido - 3 x 1.25 mg;
Libbs) em Voluntários Sadios do sexo feminino.
GILBERTO DE NUCCI
Galeno Desenvolvimento de Pesquisas Ltda
5
11472212.6.0000.5404
Área Temática:
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Número do Parecer:
Data da Relatoria:
958.693
24/02/2015
DADOS DO PARECER
Trata-se de emenda a protocolo de pesquisa previamente aprovado por este CEP (parecer número 176.499,
de 18/12/2012).
O objetivo da emenda é alterar:
- o número de voluntários de 36 para 48. Os resultados do estudo piloto justificam tal alteração para
possibilitar análise estatística mais adequada.
- alterar o local de internação do ICC Hospital e Pronto Socorro do Coração para o Centro Avançado de
Estudos e Pesquisas. Justificado por motivos logísticos.
Apresentação do Projeto:
O objetivo do projeto não foi modificado.
Objetivo da Pesquisa:
Não houve alteração da avaliação de riscos e benefícios no projeto ou no TCLE.
Avaliação dos Riscos e Benefícios:
Estudo ainda não iniciado como consta no relatório parcial de julho 2014 enviado em 12/01/2015.
Comentários e Considerações sobre a Pesquisa:
BIOLAB SANUS FARMACEUTICA LTDA.Patrocinador Principal:
13.083-887
(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Rua Tessália Vieira de Camargo, 126
Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187
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COMITÊ DE ÉTICA EM
PESQUISA DA UNICAMP -
CAMPUS CAMPINAS
Continuação do Parecer: 958.693
Em casos de emergência a unidade conta com sala para primeiro atendimento se necessário, o Hospital
Madre Theodora realizará seguimento do atendimento.
Uma carta resposta ao CEP foi anexada, datada de Campinas, 08 de Fevereiro de 2015, esclarecendo as
pendências de pareceres anteriores.
Foi retirada a referência à Resolução 196/96 e incluindo a referência à resolução 466/12.
O cronograma constante na Plataforma Brasil foi adequado
Etapa Clínica: de 05/05/2015 a 05/06/2015
Etapa Analítica: de 06/06/2015 a 25/07/2015
Etapa Estatística: de 26/07/2015 a 30/07/2015
Para emenda apresenta TCLE, projeto completo, projeto Plataforma Brasil e relatório parcial.
Considerações sobre os Termos de apresentação obrigatória:
Pendências apresentadas no parecer 942.470 de 29/01/2015:
- apresentado relatório parcial comunicando que estudo não foi inicializado: Medicação do estudo ainda não
disponibilizada pelo patrocinador. Previsão para início em : 5/5/2015. Entretanto o cronograma indica que a
Etapa Clinica será de 28/03/2015 a 28/04/2015. Esclarecer e adequar.
COMENTÁRIOS:  cronograma constante na Plataforma Brasil foi adequado, encontrando-se compatível
com a previsão informada no Relatório Parcial. PENDÊNCIA ATENDIDA.
- uma versão do projeto e do TCLE da emenda com as alterações em destaque deve ser apresentada.
COMENTÁRIOS: emenda não apresenta os destaques de alteração que facilitam a avaliação. PENDÊNCIA
ATENDIDA.
Conclusões ou Pendências e Lista de Inadequações:
Aprovado
Situação do Parecer:
Não
Necessita Apreciação da CONEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na íntegra,
por ele assinado.
- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento
Considerações Finais a critério do CEP:
13.083-887
(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Rua Tessália Vieira de Camargo, 126
Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187
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Continuação do Parecer: 958.693
em qualquer fase da pesquisa, sem penalização alguma e sem prejuízo ao seu cuidado.
- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuação do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada após análise das
razões da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto à descontinuação, exceto quando perceber risco ou dano não previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnóstica ou terapêutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de ação imediata com intuito de proteger os
participantes.
- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. É papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido  e enviar notificação ao CEP e à Agência Nacional de Vigilância Sanitária – ANVISA – junto com
seu posicionamento.
- Eventuais modificações ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
- Relatórios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses após a data deste
parecer de aprovação e ao término do estudo.
CAMPINAS, 21 de Fevereiro de 2015
Maria Fernanda Ribeiro Bittar
(Coordenador)
Assinado por:
13.083-887
(19)3521-8936 E-mail: cep@fcm.unicamp.br
Endereço:
Bairro: CEP:
Telefone:
Rua Tessália Vieira de Camargo, 126
Barão Geraldo
UF: Município:SP CAMPINAS
Fax: (19)3521-7187
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ANEXO 2 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Estudo de Biodisponibilidade Comparativa de uma Formulação Teste (Livolon [Tibolona] - comprimido - 
3 x 1.25 mg; Biolab Sanus Farmacêutica Ltda.) versus uma Formulação de Referência (Libian [Tibolona]- 
comprimido - 3 x 1.25 mg; Libbs) em Voluntários Sadios do sexo feminino.  
Protocolo número060/12  
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  
Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participação é importante, porém, você 
não deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informações abaixo e faça qualquer pergunta que 
desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.  
Responsável: Prof. Dr. Gilberto De Nucci  
O abaixo-assinado, ________________________________________________, ______ anos, RG 
no________________ declara que é de livre e espontânea vontade que está participando como voluntário do 
projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade do médico/pesquisador Prof. Dr. Gilberto De Nucci (Galeno 
Desenvolvimento de Pesquisas Ltda). O abaixo-assinado está ciente que:  
NATUREZA E PROPÓSITO DO ESTUDO  
A Tibolona é um agente hormonal sintético, com fraca atividade androgênica (hormonal masculina) e 
estrogênica/progestagênica (hormonal feminina), usado em mulheres após a menopausa, de forma contínua (por 
meses ou anos), para tratar sintomas da menopausa e prevenir osteoporose (perda óssea).  
O objetivo da pesquisa é verificar se a formulação teste (Livolon [Tibolona] - comprimido - 3 x 1.25 mg; Biolab 
Sanus Farmacêutica Ltda.) atinge níveis no sangue equivalentes à formulação referência (Libian [Tibolona] - 
comprimido - 3 x 1.25 mg; Libbs). Você receberá as 2 medicações, cada uma em uma ocasião diferente. A ordem 
que você tomará cada medicação obedecerá a um sorteio.  
PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES  
Antes de sua participação no estudo e após a sua participação você será convidado a ir até a Unidade 
Ambulatorial para avaliar a sua condição de saúde. Você será examinado por um médico que lhe fará um exame 
completo, medindo o seu pulso, sua temperatura e sua pressão arterial. Também será feito um exame do coração 
(eletrocardiograma). O médico lhe perguntará se você teve ou tem alguma doença e se você faz uso de algum 
medicamento. Após a consulta médica o voluntário será encaminhado para coleta de exames laboratoriais em 
laboratório conveniado. Os exames laboratoriais incluem: (Análise hematológica) Hemoglobina, hematócrito, 
contagem total e diferencial de leucócitos, contagem de glóbulos vermelhos, contagem de plaquetas; (Análise 
bioquímica) Uréia, creatinina, bilirrubina total, proteínas totais, albumina, glicose em jejum, fosfatase alcalina, 
CPK, SGOT, SGTP, colesterol total, triglicérides, ácido úrico e  GT; (Urina) urina I; (Sorologia) Análise 
Sorológica para: beta- HCG para mulheres, hepatite B, hepatite C e HIV(1+2). Exame de fezes  
(protoparasitológico). Os exames para a hepatite B e C e para AIDS (HIV 1 e HIV2), no sangue, e exame de 
fezes (protoparasitológico), serão feitos somente no pré-estudo.  
O teste de gravidez será repetido dentro de 2 dias antes da administração da medicação.  
Durante o estudo, você será internado 2 vezes por, aproximadamente, 36 horas cada período, na Unidade Clínica 
(CENTRO AVANÇADO DE ESTUDOS E PESQUISAS LTDA – CAEP, Rua José Ceberino Christóforo, 245, 
Fazenda Santa Cândida - Campinas – SP), com intervalo mínimo de 14 dias. Em cada internação, a) será 
administrado 3.75 mg de Tibolona, acompanhado de 200 mL de água mineral sem gás; b) serão coletados 11mL 
de sangue para exames de segurança antes do início do estudo, 26 amostras de sangue de 8 mL cada e e 7mL ao 
término do estudo para novos exames de segurança. As coletas serão realizadas através de agulha introduzida em 
veia superficial para a dosagem do medicamento e mais uma amostra de 40mL antes da administração da 
medicação (somente na primeira internação) para o controle do método. c) em intervalos regulares, será 
verificada sua pressão, pulso e temperatura; d) serão, também, servidas refeições padronizadas (jantar, ceia, na 
noite da internação [se não interferir com o jejum]; dejejum, almoço, lanche da tarde, jantar e ceia no dia de 
administração do medicamento; desesjum, almoço, lanche e jantar no dia de alta) ou bebidas em horários 
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preestabelecidos. Após a coleta de 24 horas da medicação, você receberá alta da Unidade Clínica. Um total 
aproximado de 474mL de sangue será colhido durante todo o estudo.  
A duração total de sua participação na pesquisa está estimada em 60 dias, a contar da primeira internação, após o 
processo de seleção.  
RESPONSABILIDADES  
É condição indispensável, para participação no ensaio clínico, que esteja em boa saúde e, portanto, não esteja no 
momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou medicações e que tampouco tenha 
participado de outro estudo clínico com medicamentos nos últimos 6 meses. Algumas regras deverão ser 
seguidas para sua participação no estudo: a) não pode ser dependente de drogas ou álcool e caso o pesquisador 
tenha alguma suspeita, poderá solicitar exame de urina para detecção do uso de drogas; b) não pode ter doado 
(ou retirado/perdido por qualquer motivo) sangue ou plasma dentro dos três meses que antecedem o estudo ou 
ter efetuado 3 doações (mulheres) / 4 doações (homens) no período de um ano antes do estudo; c) não pode ter 
dado a luz ou efetuado aborto no período de 12 semanas antes do estudo (mulheres); d) não pode tomar bebidas 
contendo cafeína e xantinas (café, chá, coca-cola, etc) nas 12 horas que antecedem as internações até a última 
coleta.  
É ainda de sua responsabilidade, em relação a sua participação no ensaio clínico: a) comparecer às internações 
na data e horários informados; b) permanecer em jejum pelo tempo previsto (pelo menos 8 horas) em cada 
internação; c) tomar toda a medicação prevista; d) Ingerir toda a alimentação e líquidos que tenham sido 
previstos; e) retornar à Unidade Clínica na data, horário e local combinados, para realização da consulta e 
exames de alta, independentemente de haver sido interrompida sua participação no estudo ou de sua desistência.  
POSSÍVEIS RISCOS E DESCONFORTOS  
A administração por boca de tibolona de maneira continuada pode causar reações como: dor abdominal ("dor na 
região da barriga"), ganho de peso, dor mamária (“dor no seio"), amnésia ("esquecimento"), náusea (enjôo), dor 
de cabeça, inchaço etontura. Entretanto o aparecimento de efeitos indesejáveis após administração em dose única 
de tibolona, tem menor probabilidade de aparecer. Além dos efeitos citados, a administração de qualquer 
medicamento pode causar reações imprevisíveis.  
A retirada de sangue é um procedimento seguro e pode causar um leve desconforto, além de uma mancha roxa 
no local da picada que freqüentemente resolve sem maiores problemas.  
BENEFÍCIOS OU COMPENSAÇÕES  
A participação neste estudo, não tem o objetivo de submetê-lo a um tratamento terapêutico. Conseqüentemente, 
não se espera que a sua participação no estudo traga qualquer benefício em função do tratamento.  
INTERCORRÊNCIAS (efeitos indesejáveis)  
Se você sofrer algum malefício em decorrência direta de sua participação no estudo, você receberá tratamento 
em nossa Unidade Clínica (GALENO), onde você foi recrutado (Av. João Erbolato, 266 Jardim Chapadão), sem 
qualquer custo.  
Caso você esteja internado quando a ocorrência acontecer, você será atendido na própria unidade de internação 
(CAEP) pelo médico da GALENO responsável pelo estudo. Se o médico julgar necessário em função de suas 
condições de saúde, você poderá ser encaminhado para atendimento no Hospital Madre Theodora (Rua José 
Geraldo Cerebino Christófaro, 175 – Parque das Universidades – Campinas), que fica cerca de 100 metros da 
unidade de internação (CAEP).  
Não haverá, no entanto, qualquer compensação de ordem financeira em função do ocorrido, a não ser que, a 
condição faça jus da indenização prevista no seguro de vida em grupo. Contudo, ao assinar este termo, você não 
está renunciando a qualquer direito legal que você possui.  
Durante o período de 180 dias, a partir da data da assinatura deste termo e efetivação da internação, você estará 
segurado (seguro de vida em grupo).  
RESSARCIMENTO  
"131
De acordo com valores previamente estabelecidos (R$ 760,00), os voluntários serão ressarcidos das despesas e 
tempo despendidos na realização do estudo clínico supracitado, após a consulta de alta. Caso você participe de 
apenas uma internação e falte em outra, receberá apenas 1/3 do valor de ressarcimento total, conforme 
determinação do CEP/FCM/UNICAMP (OFÍCIO CEP 146/2009). Entende também que a desistência ou 
dispensa antes do comparecimento para a primeira internação não dá direito a ressarcimento.  
Caso você tenha sido convocado para o estudo na condição de "voluntários reserva" e seja dispensado da 
internação em função do comparecimento de número suficiente do conjunto de voluntários normalmente 
convocados, caberá a você o ressarcimento de R$ 50,00 (cinqüenta reais) por conta deste comparecimento, a ser 
quitado somente no encerramento do estudo.  
Estima-se que, durante o período de participação no estudo, você terá como despesa apenas os gastos de 
deslocamento de sua residência ou trabalho até a Unidade Ambulatorial para a realização de exames e consultas, 
ou ao Hospital, nos dias de internação. Ainda deve ser previsto eventuais visitas posteriores para 
acompanhamento de eventos adversos. O ressarcimento destas despesas já está incluído no valor estabelecido no 
item acima.  
PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA  
Sua participação é voluntária e você tem a liberdade de desistir ou interromper a participação neste estudo no 
momento que desejar. Neste caso, você deve informar imediatamente sua decisão ao pesquisador ou a um 
membro de sua equipe, sem necessidade de qualquer explicação e sem que isto venha interferir no seu 
atendimento médico nesta Instituição.  
Obteve todas as informações e esclarecimentos necessários para poder decidir conscientemente sobre a sua 
participação no referido ensaio clínico.  
Independente de seu desejo e consentimento, sua participação no ensaio clínico poderá ser interrompida, em 
função a) da ocorrência de eventos adversos; b) da ocorrência de qualquer doença que, a critério médico, 
prejudique a continuação de sua participação no estudo; c) do não cumprimento das normas estabelecidas; d) de 
qualquer outro motivo que, a critério médico, seja do interesse de seu próprio bem estar ou dos demais 
participantes; e) da suspensão do estudo como um todo.  
O Centro de Bioequivalência o manterá informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma informação 
adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestará qualquer tipo de 
esclarecimento em relação ao progresso da pesquisa, conforme sua solicitação.  
A interrupção não causará prejuízo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe do Centro de 
Bioequivalência.  
DIVULGAÇÃO DE INFORMAÇÕES QUANTO A PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO  
Os registros que possam identificar sua identidade serão mantidos em sigilo, a não ser que haja obrigação legal 
de divulgação. O Centro de Bioequivalência não identificará o voluntário por ocasião da publicação dos 
resultados obtidos.  
Contudo, o(s) monitor(es) do estudo, auditor(es), membros do Comitê de Ética e Pesquisa, ou autoridades do(s) 
órgão(s) governamentais envolvido(s) na fiscalização e acompanhamento do estudo terão direito de ter acesso 
aos registros originais de dados clínicos de sua pessoa, coletados durante a pesquisa, na extensão em que for 
permitido pela Lei e regulamentações aplicáveis, com o propósito de verificar os procedimentos e dados do 
ensaio, sem, no entanto, violar a condição de que tais informações são confidenciais. Ao assinar este Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido, você está também autorizando tal acesso, mesmo se você se retirar do 
estudo.  
CONTATOS E PERGUNTAS  
Caso surja alguma intercorrência, deverá procurar o Centro de Bioequivalência da Galeno (Fone (19) 3243 2767- 
Av João Erbolato, 266 – Jardim Chapadão) e solicitar que o mesmo contate os médicos responsáveis pelo ensaio 
clínico, ou então,  
entrar em contato diretamente com os mesmos nos telefones indicados no final deste Termo de Consentimento.  
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Poderá contatar o Dr. Gilberto De Nucci, a Farmacêutica, Marinalva Sampaio, ou o Médico Atendente para 
receber informações adicionais, relacionadas à pesquisa, ou quanto aos seus direitos como voluntário.  
Poderá contatar a Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de 
Campinas (fone: (19) 3521 8936)para apresentar recursos ou reclamações em relação ao ensaio clínico.  
Se você concorda com o exposto acima leia e assine o documento abaixo:  
Eu declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de Consentimento Livre e 
Esclarecido e que, após, tive nova oportunidade de fazer perguntas sobre o conteúdo do mesmo, sobre o estudo, 
e recebi explicações que responderam por completo minhas dúvidas e reafirmo estar livre e espontaneamente 
decidindo participar do estudo.  
Ao assinar este Termo de Consentimento, eu também estou certificando que toda a informação que eu prestei, 
incluindo minha história médica, é verdadeira e correta até onde é de meu conhecimento, e declaro estar 
recebendo uma cópia assinada deste documento.  
Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso às minhas informações, conforme 
explicitado anteriormente.  
Ao assinar este Termo de Consentimento eu não renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar 
deste estudo.  
TELEFONES PARA CONTATO  
Dr. GILBERTO DE NUCCI Residência: (19) 3251-6928 e Celular: (19) 9178-8879 / 8139-7522 Clínica: 
(19) 3243-2767  
NOME DO VOLUNTÁRIO DATA Assinatura
PESSOA QUE ESTÁ OBTENDO O TERMO DE 
CONSENTIMENTO
DATA Assinatura
TESTEMUNHA  
(Somente necessário se o voluntário não souber ler)
DATA Assinatura
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ANEXO 3 
COMPOSIÇÃO DAS REFEIÇÕES 
Dieta geral isenta de xantina em torno de 3300 calorias correspondente às 5 refeições (desjejum, almoço, lanche 
da tarde, jantar e ceia).  
DESJEJUM (214.8 Cal) 
01 copo de água (200 mL)  
1 pão francês (50 g; 80.70 Cal) 2 un de geléia (20 g; 49.60 Cal) 01 maçã (130 g; 84.50 Cal)  
ALMOÇO (1152.8 Cal) 
Arroz (300 g; 492.00 Cal)  
Feijão (150 g; 181.50 Cal)  
Bife grelhado (120 g; 273.60 Cal) com batata chips (50 g; 140.00 Cal) Salada de alface (30 g, 5.70 Cal) com 
tomate (50 g; 12.00 Cal)  
01 fatia de melancia (200 g; 48.00 Cal) 01 copo de água (200 mL)  
LANCHE DA TARDE (387.00 Cal) 
01 copo de água (200 mL)  
4 un de bolacha salgada (17 g; 74.00 Cal) 2 un de geléia (20 g; 49.60 Cal)  
1 fatia de bolo (60 g; 263.40)  
JANTAR (1133.7 Cal) 
Arroz (300 g; 492.00 Cal)  
Feijão (150 g; 181.50 Cal)  
Coxa e sobrecoxa assada (250 g; 302.50 Cal) com abobrinha refogada (50 g; 51.50 Cal)  
Salada de cenoura (40 g; 21.60 Cal) com beterraba (40 g, 17.60 Cal)  
Sobremesa gelatina cereja (100 g; 67.00 Cal)  
01 copo de água (200 mL)  
CEIA (387.00 Cal)  
01 copo de água (200 mL)  
4 un de bolacha salgada (17 g; 74.00 Cal) 2 un de geléia (20 g; 49.60 Cal)  
1 fatia de bolo (60 g; 263.40 Cal) 
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ANEXO 4 
PROCEDIMENTO PARA  COLETA DE AMOSTRAS 
 1. Objetivo 
Estabelecer procedimentos para coleta de amostras de sangue dos voluntários de estudos 
clínicos 
2. Abrangência 
Todos os envolvidos em atividades relacionadas à coleta: Técnico de Enfermagem, 
Enfermeira e Supervisor de Estudo. 
3. Responsabilidades 
3.1 Técnico de enfermagem: responsável pela coleta de amostra dos voluntários durante o 
período de estudo, registrar o horário real da mesma e colar a etiqueta correspondente a 
determinada coleta no campo reservado no CRF, além de levar as amostras até a sala de 
centrifugação. 
3.2 Enfermeira: responsável por supervisionar os procedimentos de coleta exeutados pelo 
técnico de enfermagem e por corrigir possíveis erros que venham a ocorrer. 
3.3 Supervisor de Estudo: conferir o registro do tempo real das coletas no CRF e averiguar as 
possíveis intercorrências durante as coletas. Também é responsável por sincronizar todos os 
cronômetros que serão utilizados durante o estudo.  
4. Definição 
4.1 Coleta na internação: é a coleta seriada realizada na Unidade Clínica de internação, para 
obtenção de amostras de sangue dos voluntários durante o período de internação para 
posterior quantificação. 
4.2 - Coleta externa: é a coleta realizada na Unidade Ambulatorial, para obtenção de amostras 
de sangue dos voluntários para quantificação após o período de internação. É a continuação 
da coleta seriada, realizada pós-alta da internação. 
4.3 - Coleta para exame: é a coleta realizada por laboratório de patologia clínica contratado 
para fins de exames laboratoriais. Elas são realizadas pré-estudo e pós-estudo. 
5. Procedimentos 
5.1 - Coleta na Internação 
5.1.1 - Preparação do voluntário 
5.1.1.1 - Material a ser utilizado: 
- dispositivo intravenoso com adaptador 
- alcool 70% 
- algodão 
- cuba redonda 
- esparadrapo 
- seringa e agulha descratável 
- solução de heparina 
- blood stop 
- caixa para descarte de material perfuro cortante 
- garrote 
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- luva de procedimento 
5.1.1.2 - Minutos antes da primeira coleta seriada procede-se a pução de veia periférica do 
membro superior do voluntário. Seguir a seguinte sequência: 
- garrotear o braço 4 dedos acima da fossa cubital ou no local de punção 
- realizar a assepsia do local na região da punção com algodão embebido em alcool 
- inserir o dispositivo intravenoso com adaptador na veia calibrosa tomando o cuidado para 
que o bizel fique voltado para cima 
- introduzido o dispositivo intravenoso com adaptador retirar lentamente a agulha e inserir o 
adaptador rosqueado 
- em seguida é feita a fixação do dispositivo intravenoso no braço do voluntário com 
esparadrapo 
- procede-se à heparinização do dispositivo introduzido com 1ml da solução de heparina 
- orientar o voluntário para não realizar movimentos bruscos para evitar a perda do acesso 
por deslocamento ou dobra do cateter 
5.1.2 - Padronização dos cronômetros 
Antes de iniciar as coletas seriadas, o supervisor de estudo acerta todos os cronômetros à 
serem utilizados pelos colaboradores de acordo com o horário real observado em seu relógio 
5.1.3 - Coleta propriamente dita 
Todo o material necessário já deverá estar na mesa de cabeceira do voluntário conforme. 
Antes de cada coleta de amostra de snague deve-se retirar 1ml de sangue para retirada da 
solução de heparina que foi introduzida após a coleta anterior ou na preparação do voluntário. 
Em seguida retirar a quantidade de sangue de amostra conforme solicitado no protocolo de 
pesquisa. O tubo para colocação da amostra de sangue já deve estar devidamente identificado. 
Na sequência procede-se à heparinização do dispositivo intravenoso introduzindo novamente 
1 ml da solução de heparina. 
Antes da coleta, o técnico de enfermagem deverá pegar o tubo de coleta na mesa de cabeceira, 
e conferir se a etiqueta corresponde com o tempo da coleta e com a identificação do 
voluntário. Estando tudo correto, procede-se a coleta. 
Em seguida deve-se anotar a hora real em que a amostra foi coletada no campo horário real na 
página correspondente do CRF. Subsequentemente o técnico de enfermagem deverá assinar o 
campo correspondente. 
Em caso de rasura deve-se procecer da seguinte maneira: 
- traçar uma linha sobre a informação errada 
- anotar ao lado a informação correta, assinando e datando. 
Por último, após coletar o sangue do voluntário, transfere-se o mesmo para o tubo de coleta, 
devolvendo ao mesmo local em que se encontrava na estante. 
Após cada coleta o responsável pela mesma, deve colar a etiqueta correspondente da dita 
coleta no CRF do voluntário, no campo correspondente ao tempo pré-definido. Cada tubo de 
coleta contém uma etiqueta dupla, onde uma permanecerá no tubo e outra deverá ser colada 
no CRF. A etiqueta contém os dados da droga (nome e número do estudo), número do 
voluntário, número da coleta, período do estudo e a matriz biológica. 
Após a última coleta é retirado o dispositivo intravenoso com adaptador e colocado o blood 
stop e se faz uma observação do local para verificar se houve hematomas ou hiperemia 
(indicando infecção). 
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Em caso de coleta externa, durante a alta da internação, o voluntário é informado quanto ao 
local, dia e hora que se deve se apresentar para fazer a primeira coleta externa. 
Após a realização das coletas o técnico de enfermagem é responsável por levar as ditas 
amostras até a sala de centrifugação, onde o técnico de centrifugação irá processar as 
amostras conforme POP a parte. 
5.2 - Coleta externa 
A coleta externa é realizada na Unidade Ambulatorial em sala apropriada para essa atividade. 
Ao chegar o voluntário é identificado e aguarda o horário de sua coleta. 
Todo o material para coleta já deve estar disponível: 
- dispositivo intravenoso com adaptador 
- alcool 70% 
- algodão 
- cuba redonda 
- esparadrapo 
- blood stop 
- seringa e agulha descratável 
- solução de heparina 
- caixa para descarte de material perfuro cortante 
- garrote 
- luva de procedimento 
Seguir a seguinte sequência: 
- garrotear o braço 4 dedos acima da fossa cubital ou no local de punção 
- realizar a assepsia do local na região da punção com algodão embebido em alcool 
- inserir o dispositivo intravenoso com adaptador na veia calibrosa tomando o cuidado para 
que o bizel fique voltado para cima 
- introduzido o dispositivo intravenoso com adaptador retirar lentamente a agulha e inserir o 
adaptador rosqueado 
- em seguida é feita a fixação do dispositivo intravenoso no braço do voluntário com 
esparadrapo 
- procede-se à heparinização do dispositivo introduzido com 1ml da solução de heparina 
- orientar o voluntário para não realizar movimentos bruscos para evitar a perda do acesso 
por deslocamento ou dobra do cateter 
Após a realização da coleta o técnico de enfermagem é responsável por levar as ditas 
amostras até a sala de centrifugação, onde o técnico de centrifugação irá processar as 
amostras conforme POP a parte. 
5.3 - Coleta para Exame Laboratorial 
A coleta para exames é feita por laboratório terceirizado 
O procedimento de coleta é conforme o procedimento interno do laboratório contratado. 
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ANEXO 5 
PROCEDIMENTO MANEJO DAS AMOSTRAS: 
CENTRIFUGAÇÃO, PREPARAÇÃO, ARMAZENAMENTO E ENVIO DE 
AMOSTRAS 
1. Objetivo 
Estabelecer critérios para os procedimentos de centrifugação, preparo, armazenamento e 
envio de amostras a modo de manter sua integridade e rastreabilidade 
2. Abrangência 
Todos os envolvidos com os procedimentos de centrifugação, preparo, armazenamento e 
envio de amostras: Técnico de Centrifugação, Enfermeira, Supervisor de EStudo, prestador de 
serviço e Responsável pelo recebimento de amostras. 
3. Responsabilidades 
3.1 - Técnico de Centrifugação: responsável por receber os tubos de coleta e realizar os 
processos de centrifugação, preparação, armazenamento e envio das amostras para a Unidade 
Analítica.  
3.2 - Enfermeira: responsável por verificar e acompanhar todos os procedimentos realizados 
pelo técnico de centrifugação. 
3.3 - Supervisor de Estudo: responsável por verificar e acompanhar todos os procedimentos 
realizados pelo técnico de centrifugação, envio de amostras para a Unidade Analítica e por 
informar a Unidade Analítica da quantidade de amostras a serem enviadas para doseamento. 
3.4 - Prestador de serviço: responsável por transportar as amostras a Unidade de Internação 
até a Unidade Analítica. 
3.5 - Responsável pelo recebimeto de amostras: responsável por receber e conferir as 
amostras enviadas pela Etapa Clínica, bem como, acondicionar em freezer adequado e 
documentar todo o processo. 
4. Procedimentos 
4.1 - Centrifugação 
4.1.1 - Após a realização da coleta das amostras conforme o tempo estabelecido no protocolo 
de estudo, o técnico de enfermagem leva a estante com as amostras dos voluntários até a sala 
de centrifugação. 
4.1.2 - O técnico de centrifugação recebe a estante e realiza uma conferência das amostras 
recebidas via scanner, seguindo o procedimento descrito. 
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4.1.3 - Após a conferência o técnico de centrifugação separa um set de tubos com sangue 
(conforme a capacidade da centrifuga). 
4.1.4 - Após este procedimento, os tubos de coleta deverão ser colocados na centrifuga 
verificando o balanceamento da mesma e processados conforme o tempo, temperatura e 
rotações por minuto estabelecidos no protocolo. Antes de proceder a centrifubgação, o técnico 
de centrifugação deverá separar os tubos criogênicos correspondentes aos tubos a serem 
centrifugados. O horário de entrada das amostras na centrifuga deve ser registrado 
eletronicamente e manualmente no formulário. 
4.1.5 - Enquanto as amostras estão sendo processadas o técnico de centrifugação deverá 
arrumar uma estante auxiliar, onde serão colocados os tubos de coleta centrifubados e os 
tubos criogênicos previamente etiquetados em duas fileiras diferentes e na mesma ordem. 
4.1.6 - Após a saída das amostras da centrífuga o horário deste procedimento deverá ser 
registrado eletronicamente e manualmente no formulário 
4.1.7 - Caso exista perda de amostras de qualquer tipo, a mesma deverá ser registrada nos 
formulários. 
4.2 - Transferência de Plasma para Tubo Criogênico 
4.2.1 - Após a centrifugação inicia-se o processo de transferência de plasma das amostras. 
Neste processo os tubos de coleta são retirados da centrífuga após a centrifugação e colocados 
na estante previamente organizada; desta forma o plasma é transferido do tubo de coleta para 
o tubo criogênico. Os tubos criogênicos serão armazenados no freezer para posteriormente 
serem enviados a Unidade Analítica onde se procederá o doseamento das amostras. 
4.2.2 - Após esse processo de transferência realiza-se o registro eletrônico, através da leitura 
via scan do tubo de coleta e em seguida do tubo criogênico que recebeu o plasma do mesmo. 
Em seguida os tubos criogênicos são levados ao freezer. O horário em que as amostras serão 
armazenadas no freezer deverá ser registrado eletronicamente. 
4.3 - Armazenamento 
4.3.1 - Todas as amostras coletadas após sua preparação são mantidas em freezer até o 
momento de transporte para a Unidade Analítica. A temperatura do freezer é monitorada e 
registrada na planilha de controle de temperatura conforme descrito. 
4.3.2 - O técnico de centrifugação deve anotar o horário da entrada das amostras no freezer 
conforme o formulário 
4.3.3 - Vale destacar que os tubos são organizados por voluntário, por exemplo, os tempos de 
coleta vão sendo adicionados a cada grupo de amostras prévias de forma tal que ao final do 
processo, terão-se n grupos completos correspondentes ao número de voluntários 
participantes do estudo. 
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4.3.4 - É coletado uma amostra de sangue (tempo controle) de cada voluntário. Essa amostra 
também deverá passar pelo processo de centrifugação, sendo assim, são armazenadas no 
freezer para posterior envio a Unidade Analítica juntamente com os tubos criogênicos com 
plasma. O técnico de centrifugação deve realizar o registro do hor’rio de entrada destas 
amostras no formulário de controle de entrada de amostras no freezer. Se ocasionalmente em 
algum estudo não se fizer necessário o armazenamento da amostra controle em freezer, a 
mesma deverá ser amazenada em refrigerador, e para o controle de entrada das meamas 
deverá ser utilizada o formulário. 
4.4 - Envio das amostras para a Unidade Analítica 
4.4.1 - O controle de amostras a serem enviadas deve ser feito INDIVIDUALMENTE, e 
registrado eletronicamente, atyravés da leitura via scan do tubo criogênico onde será geral um 
relatório de conferência de amostras eletrônico que será anexado ao CRF. 
4.4.2 - Após a conferênia de todas as amostras, organizam-se os tubos criogênicos por 
voluntários, em sacos plasticos apropriados com a identificação externa através de etiqueta 
contendo o número do estudo e as iniciais do voluntário (ou número) cujas amostras estão no 
saco. Todos os tubos de amostras de um mesmo voluntário devem estar juntos num mesmo 
saco. 
4.4.3 - As embalagens por voluntários são acondicionadas em gelo seco ou condições 
especiais dependendo do indicado no protocolo do estudo. Se o protocolo não fizer menção, o 
transporte será feito em gelo seco, caixas térmicas e termômetro. A quantidade de gelo seco 
utilizada para o transporte será 10kg. O gelo seco será levado no dia da retirada da amostra. 
4.4.4 - Dentro da caixa térmica deverá ser colocada uma quantidade de gelo seco que cubra o 
fundo da mesma. O técnico de centrifugação e/ou responsável pelo envio das amostras deverá 
realizar a avaliação técnica de funcionamento do termômetro digital de máxima e mínima 
conforme documento. 
4.4.5 - Estando o termômetro digital de máxima e mínima operando corretamente, o técnico 
de centrifugação e/ou responsável pelo envio das amostras deverá colocar todas as amostras 
dentro da caixa térmica, sobre a camada de gelo seco colocada anteiormente na base da caixa 
térmica. Após acondicionar todas as amostras, colcoar o sensor do termômetro entre as 
amostras, completar a caixa com gelo seco e certificar que todas as amostras estão cobertas 
pelo gelo seco. Fechar a caixa térmica e resetar (zerar) o termômetro digital de máxima e 
mínima no momento em que a temperatura atingir um valor igual ou inferior a -25, pois 
rapidamente a temperatura cairá, devido ao gelo seco. 
4.4.6 - O termômetro digital de máxima e mínima oper acorretamente numa faixa de 
temperatura de -50 a 70ºC. Sendo assim, se a leitura do termômetro estiver fora da faixa 
quantificável, aparecerá uma mensagem de erro (LLL) no display do termômetro. Se 
obtivermos essa mensagem significa que a temperatura permaneceu inferior a -50ºC, o que é 
esperando durante o transporte com gelo seco. 
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4.4.7 - O técnico de centrifugação e/ou responsável pelo envio das amostras deverá registrar 
no Comunicado de Despacho a temperatura registrada no momento em que foi dado o “reset” 
no termômetro, antes de liberar para o responsável pelo transporte. Quando aparecer no 
display do termômetro a mensagem de erro (LLL) deverá ser registrado “<50ºC”. 
4.4.8 - A caixa térmica com termômetro deve ser enviada por motorista da empresa 
acompanhada do Relatório de Despacho de Amostras para Análise, em via única, detalhando 
as amostras, data, condições de transporte e o responsável pelo despacho. 
4.4.9 - O técnico de centrifugaçao e/ou responsável pelo envio de amostras é o responsável 
pela realização do teste de avaliação técnica do termômetro digital de máxima e mínima do 
despacho das amostras e do preenchimento de toda a documentação, além do registro de 
temperatura das mesmas quando acondicionadas para o transporte na Unidade Clínica. 
4.4.10 - O relatório de despacho de amostras para análise é gerado eletronicamente através da 
leitura via scan do tubo criogênico. 
4.4.11 - O supervisor de estudo deve avisar ao laboratório com antecedência de pleo menos 
um dia, de quantas amostras serão enviadas e de qual estudo. 
4.5 - Acompanhamento do Envio de Amostras 
4.5.1 - A pessoa responsável pelo despacho das amostras deve certificar-se de que todas as 
amostras chegaram a Unidade Analítica e foram recebidas pelo responsável em horário e 
condição que garanta a integridade das amostras. 
4.5.2 - As amostras deverão ser transportadas em horário comercial de segunda a sexta por um 
prestador de serviços devidamente contratado para a realização do transporte. 
4.6 - Transporte 
4.6.1 - O responsáve pelo transporte de amostras deve ser devidamente autorizado pelas 
autoridades competentes (Detran SP) e deve ser preparado para qualquer tipo de 
intercorrência derivada de acidentes. 
4.6.2 - O transporte deve ser realizado com o emprego de gelo, gelox ou gelo seco e dentro de 
um intervalo de tempo compatível com a manutenção das amostras a uma temperatura 
máxima de -15ºC, durante todo o período de transporte. 
4.6.3 - A temperatura de transporte das amostras deverá ser monitorada. 
4.6.4 - O motorista deverá retirar apenas o material entregue pelo técnico de centrifugação e 
entregar em mãos para um representante da Etapa Analítica que irá conferir as amostras. 
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4.7 - Recebimento das amostras pela Etapa Analítica. 
4.7.1 - O responsável pelo recebimento da amostra na Unidade Analítica é também o 
responsável pelo envio da caixa térmica e do termômetro para a Unidade Clínica e liberar o 
motorista. 
4.7.2 - O responsável pelo recebimento das amostras da Unidade Analítica deverá fazer o 
registro da tempreratura máxima e minima no relatório de despacho antes de efetuar a 
abertura da caixa térmica, logo após realizar o procedimento de retirar o sensor do 
termômetro digital de máxima e minima da caixa térmica para verificar se o mesmo está 
funcionando corretamente. 
4.7.3 - Todas as amostras serão conferiras por um representante da Etapa Analítica. Essa 
conferência devera ser registrada através de um check list de recbimento de anostras. 
4.7.4 - De posso do check list de recebimento de amostras, o representante da Etapa Analítica 
deverá preencher o Relatório de Despacho e retira uma cópia para arquivamento na unidade. 
A via original deverá ser entregue para o representante da Etapa Clínica para posteriormente 
ser anexado no CRF. 
